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Resumo
Na sequeˆncia de uma lesa˜o da espinal medula, o sistema nervoso desencadeia uma res-
posta inibito´ria responsa´vel pela limitada regenerac¸a˜o do tecido neuronal e consequentemente
a recuperac¸a˜o funcional e´ reduzida.
Este trabalho teve como objectivo desenvolver estruturas polime´ricas constitu´ıdas por
um suporte poroso e por fibras alinhadas, destinadas a` construc¸a˜o de condutas que visam
suportar e guiar a regenerac¸a˜o neuronal.
Produziram-se pela te´cnica de electrofiac¸a˜o matrizes de fibras submicrome´tricas de
gelatina, de gelatina e quitosano e de gelatina e policaprolactona. O alinhamento das fi-
bras foi induzido pela rotac¸a˜o de um colector cil´ındrico. As matrizes foram reticuladas por
exposic¸a˜o a vapor de glutaralde´ıdo para tornar a gelatina insolu´vel em meios aquosos. O
processo foi optimizado avaliando a sua efica´cia pela perda de massa das matrizes quando
imersas em a´gua. As fibras foram caracterizadas morfologicamente, atrave´s de imagens de
Microsco´pio Electro´nico de Varrimento, e quimicamente por Espectroscopia de Infravermelho
por Transformada de Fourier.
Foram ensaiadas te´cnicas para produzir as estruturas porosas de suporte, em polica-
prolactona, baseadas na separac¸a˜o em fases de soluc¸o˜es de dois pol´ımeros e na prensagem a
quente de filmes polime´ricos. Ambos os me´todos demonstraram ser promissores.
Realizaram-se culturas de ce´lulas da linha N1E-115 semeadas nas estruturas fibrosas
produzidas. As culturas celulares permitiram estabelecer um protocolo de sementeira que
permitira´ estudar a resposta celular aos diferentes materiais in vitro.
Palavras-chave: Lesa˜o da espinal medula; Regenerac¸a˜o guiada; Electrofiac¸a˜o; Gelatina de
peixe; Reticulac¸a˜o; Linha celular N1E-115.
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Abstract
Following a spinal cord injury, the nervous system triggers an inhibitory response
responsible for limited neuronal tissue regeneration and consequently functional recovery is
reduced.
This study is aimed at developing polymeric structures consisting of aligned fibres
supported by a porous film, intended for the construction of nerve guidance conduits.
Matrices of submicrometric gelatin fibres, gelatin and chitosan, and gelatin and poly-
caprolactone were produced by electrospinning. The fibre alignment was induced by the ro-
tation of a cylindrical collector. The matrices were crosslinked by exposure to glutaraldehyde
vapour in order to render gelatin insoluble in aqueous media. The process was optimized by
assessing its effectiveness through weight loss measurements after immersing the matrices in
water. The fibres were morphologically characterized using Scanning Electron Microscope
images and chemically characterized using Fourier Transform Infrared Spectroscopy.
Techniques to produce the supporting porous structures in polycaprolactone were
tested, based on two polymers solutions phases separation and on polymeric films hot pressing.
Both methods proved to be promising.
N1E-115 neuronal cells were cultured on the produced fibrous structures. The cell
cultures allowed to set a cell seeding protocol in order to study in vitro cell response to dif-
ferent materials.
Keywords: Spinal cord injury; Guided regeneration; Electrospinning; Fish gelatin; Cross-
linking; N1E-115 cell line.
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1
Enquadramento, Objectivos e Estrutura da
Dissertac¸a˜o
O sistema nervoso central (SNC) e´ uma rede de mais de 100 bilio˜es de ce´lulas nervosas
que controlam as nossas acc¸o˜es, a percepc¸a˜o do que nos rodeia e define quem no´s somos [1].
A perda do tacto, visa˜o, audic¸a˜o ou movimentos normalmente resultam de doenc¸as ou leso˜es
do SNC. A qualidade de vida do paciente fica comprometida principalmente nos aspectos
f´ısicos e sociais, tendo graves implicac¸o˜es psicolo´gicas.
A limitada regenerac¸a˜o da espinal medula resulta de uma complexa cascata de eventos
que se seguem a uma lesa˜o, envolvendo inflamac¸a˜o, formac¸a˜o da cicatriz glial e libertac¸a˜o de
mole´culas inibito´rias.
Actualmente os tratamentos cl´ınicos que envolvem a cirurgia e a reabilitac¸a˜o resultam
numa recuperac¸a˜o funcional reduzida [2, 3]. Visando a recuperac¸a˜o funcional do paciente, as
va´rias abordagens terapeˆuticas teˆm de ser direccionadas para bloquear a resposta inibito´ria
e estimular a regenerac¸a˜o e a plasticidade dos axo´nios. Teˆm sido investigadas terapias far-
macolo´gicas, no sentido da neuroprotecc¸a˜o e neuroregenerac¸a˜o, e a transplantac¸a˜o de ce´lulas
[3, 4].
Apesar da complexidade da anatomia e fisiologia humana do SNC, nos u´ltimos anos
teˆm-se progredido na engenharia de tecidos, acreditando que a combinac¸a˜o de abordagens
com biomateriais, ce´lulas e mole´culas bioactivas venham a possibilitar a recuperac¸a˜o funcional
de v´ıtimas de lesa˜o da espinal medula .
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O correcto funcionamento do sistema nervoso depende do estabelecimento de ligac¸o˜es
adequadas dos neuro´nios a determinados alvos e portanto, durante a reparac¸a˜o do tecido
neuronal lesado e´ imperativo que os axo´nios se orientem na direcc¸a˜o do restabelecimento das
ligac¸o˜es interrompidas.
Condutas artificiais para orientac¸a˜o da regenerac¸a˜o nervosa (NGCs, do ingleˆs Nerve
Guidance Conduits) teˆm vindo a ser desenvolvidas com vista a` reparac¸a˜o de leso˜es tanto
do sistema nervoso perife´rico (SNP) como da espinal medula [5, 6]. As NGCs sa˜o estruturas
tubulares que, ao serem enxertadas, devem suportar o crescimento dos neuro´nios, estimulando
e orientando o prolongamento dos axo´nios no sentido do restabelecimento de ligac¸o˜es entre
terminac¸o˜es nervosas afectadas pela lesa˜o.
Uma forma de produzir NGCs consiste em utilizar nanofibras polime´ricas alinhadas
suportadas numa estrutura porosa, que possa ser enrolada para produzir um cilindro de secc¸a˜o
recta em espiral, com as nanofibras na direcc¸a˜o do seu eixo. As estrate´gias e os materiais mais
adequados a` produc¸a˜o de tubos porosos e resistentes ao colapso continua em investigac¸a˜o.
O primeiro passo neste sentido e´ a escolha conveniente da composic¸a˜o da estrutura por
forma a prop´ıciar a adesa˜o e crescimento celular. Ale´m da biocompatibilidade, porosidade
e superf´ıcie qu´ımica apropriadas, a degradac¸a˜o da NGC deve ocorrer a um ritmo adequado,
acabando por ser substitu´ıda pelo tecido nativo.
Este trabalho teve como objectivo fundamental o desenvolvimento de estruturas po-
lime´ricas constitu´ıdas por um suporte poroso e por fibras alinhadas, destinadas a` construc¸a˜o
de NGCs, que possuam caracter´ısticas favora´veis a` adesa˜o e desenvolvimento das ce´lulas
nervosas, com vista a` regenerac¸a˜o guiada do tecido neuronal.
Os biomateriais utilizados foram gelatina, quitosano e policaprolactona (PCL). Estuda-
ram-se matrizes de gelatina e matrizes compo´sitas de gelatina/quitosano e gelatina/PCL. Para
a estrutura porosa foi utilizado PCL.
A gelatina e o quitosano sa˜o ambos materiais naturais cujas propriedades favorecem a
resposta celular. Utilizou-se gelatina de peixe que e´ solu´vel em a´gua a` temperatura ambiente.
O PCL e´ um pol´ımero sinte´tico, biocompat´ıvel, biodegrada´vel, hidrofo´bico e com excelentes
propriedades mecaˆnicas.
O trabalho teve como principais objectivos:
1. Produzir por electrofiac¸a˜o fibras dos materiais seleccionados;
2. Avaliar o grau de alinhamento induzido nas fibras por deposic¸a˜o das mesmas num
colector cil´ındrico rotato´rio;
3. Estudar um processo de reticulac¸a˜o das fibras para melhorar a estabilidade da gelatina
incorporada;
4. Investigar processos de produc¸a˜o de estruturas porosas adequadas ao suporte das fibras;
5. Estabelecer um protocolo de sementeira de ce´lulas nas matrizes para o estudo in vitro
da resposta celular aos diferentes materiais;
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6. Cultivar ce´lulas da linha celular neuronal N1E-115 para avaliar a sua adequac¸a˜o ao
teste de materiais destinados a` regenerac¸a˜o neuronal.
O trabalho iniciou-se com a produc¸a˜o e caracterizac¸a˜o de matrizes de nanofibras po-
lime´ricas por electrofiac¸a˜o, nomeadamente, controlo dos paraˆmetros de produc¸a˜o e de ali-
nhamento, e ana´lise morfolo´gica das fibras. Na ana´lise morfolo´gica recorreu-se a imagens de
microscopia electro´nica de varrimento e ao programa ImageJ. Procedeu-se depois ao estudo
do processo de reticulac¸a˜o da gelatina por exposic¸a˜o a vapor de glutaralde´ıdo. A estabilidade
das matrizes foi avaliada atrave´s de testes de perda de massa. As va´rias composic¸o˜es foram
estudadas por ATR-FTIR.
Foram considerados dois me´todos de produc¸a˜o da estrutura de suporte de nanofibras
nomeadamente a separac¸a˜o de fases de soluc¸o˜es de pol´ımeros e a prensagem de filmes. Os
filmes foram avaliados morfologicamente.
Foi estabelecido um protocolo de cultura celular nas matrizes depositadas em lamelas.
Semearam-se ce´lulas N1E-115 nas matrizes e em controlos por forma a avaliar a sua adesa˜o,
crescimento e diferenciac¸a˜o. Foram ensaiados os procedimentos visando quantificar a viabili-
dade celular usando um teste colorime´trico e caracterizar a morfologia das ce´lulas por fixac¸a˜o
e marcac¸a˜o fluorescente das mesmas.
Este relato´rio esta´ organizado, para ale´m deste enquadramento geral e definic¸a˜o dos
principais objectivos do trabalho, em quatro outros cap´ıtulos.
No cap´ıtulo 2 faz-se uma introduc¸a˜o ao tema da dissertac¸a˜o. Identificam-se as respos-
tas e limitac¸o˜es a` regenerac¸a˜o da espinal medula apo´s lesa˜o e apresentam-se va´rias estrate´gias
terapeˆuticas, enfatizando a abordagem da regenerac¸a˜o guiada, onde se insere o presente tra-
balho.
No cap´ıtulo 3 apresentam-se os materiais e as metodologias utilizados na produc¸a˜o e
caracterizac¸a˜o das estruturas polime´ricas desenvolvidas, e na cultura celular.
No cap´ıtulo 4 completa-se o objecto do presente trabalho mediante a apresentac¸a˜o,
ana´lise e discussa˜o dos resultados.
Finalmente, no cap´ıtulo 5 procura-se reter os aspectos mais relevantes deste trabalho
e apresentar algumas perspectivas para o seu desenvolvimento futuro.
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2
Introduc¸a˜o
2.1 Neuroanatomia Funcional da Espinal Medula
O sistema nervoso humano e´ dividido em sistema nervoso central, que inclui o ence´falo
e a espinal medula, e sistema nervoso perife´rico, constitu´ıdo pelos nervos cranianos e pelos
nervos raquidianos que teˆm origem no ence´falo e na espinal medula, respectivamente (ver
Fig.2.1).
A func¸a˜o essencial do sistema nervoso passa pela detecc¸a˜o de sinais e est´ımulos exter-
nos e internos ao organismo, a sua conversa˜o em sinais ele´ctricos e transporte desses impulsos
nervosos desde a periferia ate´ ao SNC, onde ocorre a integrac¸a˜o dos va´rios sinais, organizac¸a˜o
e controlo das func¸o˜es orgaˆnicas e respostas efectoras (musculares, glandulares, etc).
A espinal medula tem importaˆncia vital no funcionamento global do sistema nervoso.
Esta estrutura constitui o elo de comunicac¸a˜o entre o ence´falo e o sistema nervoso perife´rico,
integrando a informac¸a˜o que recebe e produzindo respostas atrave´s de mecanismos reflexos.
A espinal medula encontra-se ao longo do canal vertebral, envolvida e assim, protegida
pelo conjunto de treˆs camadas de tecido conjuntivo, as meninges (dura-ma´ter, aracno´ide e
pia-ma´ter), e pela coluna vertebral (conjunto de ve´rtebras) [7]. Esta estrutura compo˜em-se
dos segmentos cervical, tora´cico, lombar e sagrado, denominados de acordo com a a´rea da
coluna vertebral por onde passam os 31 pares de nervos raquidianos que nela teˆm origem (8
cervicais, 12 tora´cicos, 5 lombares, 5 sagrados e 1 cocc´ıgea) [8].
Uma secc¸a˜o transversal da espinal medula revela a existeˆncia de substaˆncia cinzenta
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Figura 2.1: Representac¸a˜o ilustrativa do sistema nervoso [7] (adaptado)
na zona central e substaˆncia branca na periferia, conforme ilustra a Fig.2.2. A mate´ria branca
conte´m os tractos sensorial e motor, as vias para a conduc¸a˜o de impulsos nervosos sensoriais
para o ce´rebro e impulsos dos nervos motores do ce´rebro para os tecidos efectores. A mate´ria
cinzenta e´ onde ocorre a integrac¸a˜o de potenciais po´s-sina´pticos excitato´rios e potenciais
po´s-sina´pticos inibito´rios [9].
Figura 2.2: Representac¸a˜o ilustrativa de uma secc¸a˜o transversal da espinal medula e ve´rtebra [10]
(adaptado)
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A via seguida pelos impulsos nervosos que produzem um reflexo e´ designada por arco
reflexo (ou circuito reflexo). O arco reflexo prossegue desde o receptor sensorial, que responde
a um determinado est´ımulo, ate´ ao efector. O impulso gerado pelo receptor e´ conduzido pelo
neuro´nio sensorial ate´ ao centro de integrac¸a˜o da informac¸a˜o, que chega ao efector atrave´s
do neuro´nio motor, conforme representado na Fig.2.3 [9].
Figura 2.3: Representac¸a˜o esquema´tica dos componentes principais do arco reflexo [9] (adaptado)
2.2 Neurobiologia Celular
O sistema nervoso e´ constitu´ıdo por dois principais tipos de ce´lulas: neuro´nios e ce´lulas
de suporte. No SNC, o conjunto das ce´lulas de suporte e´ designado por neuroglia ou ce´lulas
gliais [11]. O neuro´nio esta´ diferenciado especialmente para a transmissa˜o e processamento
de impulsos nervosos. A constituic¸a˜o do neuro´nio compreende o corpo celular (ou perica´rio)
e dois tipos de prolongamentos, as dendrites, geralmente curtas e como uma disposic¸a˜o ra-
mificada e o axo´nio, u´nico e mais extenso, que termina numa rede de ramificac¸o˜es, o cone de
crescimento [12]. Os neuro´nios podem apresentar diferentes formas e tamanhos, sendo que o
corpo celular tipicamente tem 10-50µm (ver Fig.2.4) [13].
Figura 2.4: Neuro´nio e ce´lulas gliais [7] (adaptado)
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O citoesqueleto dos neuro´nios apresenta uma estrutura constitu´ıda por neurofibri-
lhas, resultantes da junc¸a˜o de dois componentes fibrosos fundamentais, os neurotu´bulos (ou
microtu´bulos neuronais) e os neurofilamentos. As neurofibrilhas estendem-se em todas as
direcc¸o˜es e continuam para o interior das dendrites e do axo´nio [12].
Os neurotu´bulos sa˜o estruturas cil´ındricas ocas, com cerca de 25nm de diaˆmetro,
constitu´ıdas por tubulina e dispo˜em-se paralelamente nos axo´nios. Os neurotu´bulos sa˜o
elementos estruturais que desempenham um papel essencial no transporte intracelular bem
como no crescimento e desenvolvimento neuronal. A estabilidade dos neurotu´bulos depende
de prote´ınas que se ligam lateralmente aos mesmos, denominadas prote´ınas de associac¸a˜o a
microtu´bulos (MAPs, do ingleˆs Microtubule Associated Proteins) [12, 14].
Os neurofilamentos (NF) abundam essencialmente nos axo´nios. Os NF desempenham
basicamente um papel estrutural e sa˜o determinantes da morfologia celular (neuro´nios e
ce´lulas da glia). Os neurofilamentos pertencem ao sistema de filamentos intermedia´rios, de
10nm, cujas componentes principais nos neuro´nios maduros sa˜o as prote´ınas designadas por
NF-L, NF-M e NF-H para leve, me´dio e pesado, respectivamente (do ingleˆs light, medium e
heavy). Uma outra prote´ına, a α-internexina, e´ expressa somente no in´ıcio do desenvolvimento
do sistema nervoso [14].
O citoesqueleto neuronal e´ ainda constitu´ıdo por microfilamentos (ou filamentos de ac-
tina), filamentos de 5-7nm de diaˆmetro, constitu´ıdos pela polimerizac¸a˜o da prote´ına globular
actina-G, originando os filamentos de actina-F. Os microfilamentos permitem manter a dis-
tribuic¸a˜o das prote´ınas associadas a` membrana, sa˜o mediadores da interacc¸a˜o dos neuro´nios
com a matriz extracelular e com ce´lulas vizinhas, e participam no movimento celular. [14]
Durante o desenvolvimento embriona´rio, o neuro´nio sofre um aumento em volume,
em nu´mero e na complexidade dos seus prologamentos e contactos funcionais. Apo´s este
per´ıodo, os neuro´nios geralmente na˜o se dividem, mas permanecem num estado de interfase
permanente ao longo de toda a vida [12].
As ce´lulas de suporte proporcionam nutric¸a˜o e suporte aos neuro´nios. Ao contra´rio dos
neuro´nios, estas ce´lulas teˆm alguma capacidade de divisa˜o celular [4]. Existem seis tipos de
ce´lulas de suporte, sendo que apenas quatro delas fazem parte da neuroglia: oligodendro´citos,
astro´citos, microglia e ce´lulas ependima´rias, conforme ilustra a Fig.2.5. As ce´lulas de Schwann
e ce´lulas sate´lite apenas existem no sistema nervoso perife´rico [11].
Os oligodendro´citos produzem as bainhas de mielina que existem em torno de alguns
axo´nios; os astro´citos sintetizam factores neurotro´ficos e contribuem para a barreira hema-
toencefa´lica; a microglia (pequenos macro´fagos) desempenha importantes func¸o˜es de defesa
imunolo´gica do SNC, pois tem capacidades fagoc´ıticas e antige´nicas, e as ce´lulas ependima´rias
formam o revestimento epitelial das cavidades do ce´rebro e do canal central da espinal medula
e, quando associadas a vasos sangu´ıneos, formam os plexos coroideus, os quais produzem o
l´ıquido cefalorraquidiano [4, 11, 15].
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Figura 2.5: Representac¸a˜o ilustrativa da neuroglia [11] (adaptado)
A mielina e´ essencial para o correcto funcionamento do SNC. Esta e´ produzida pelos
oligodendro´citos e, ao formar uma camada isolante (bainha de mielina) em torno dos axo´nios,
permite aumentar a velocidade de conduc¸a˜o do impulso nervoso. A bainha de mielina con-
siste num sistema multilamelar lipoproteico. Aos espac¸os sem mielina, onde a membrana
plasma´tica do axo´nio fica exposta ao fluido extracelular, chamam-se no´dulos de Ranvier
[12, 16]. A substaˆncia branca esta´ associada a`s a´reas de tecido com grandes concentrac¸o˜es
de axo´nios mielinizados, enquanto que a substaˆncia cinzenta e´ formada essencialmente por
corpos celulares e dentrites [11].
O processo de comunicac¸a˜o do sistema nervoso a n´ıvel celular realiza-se atrave´s da
transmissa˜o sina´ptica, que ocorre em estruturas funcionalmente especializadas para a trans-
missa˜o dos impulsos nervosos - sinapses.
A sinapse e´ uma regia˜o de contacto muito pro´ximo onde ocorre a transfereˆncia de in-
formac¸a˜o entre neuro´nios ou entre um neuro´nio e uma ce´lula efectora, na qual sa˜o transmitidas
acc¸o˜es excitato´rias ou inibito´rias numa u´nica direcc¸a˜o [12]. Esta transmissa˜o do impulso ner-
voso e´ mediada principalmente por um mecanismo qu´ımico. Pore´m, a transmissa˜o tanto pode
ser qu´ımica como ele´ctrica e assim, as sinapses sa˜o classificadas como qu´ımicas ou ele´ctricas,
respectivamente. Na sinapse ele´ctrica ha´ contacto directo entre as membranas, o que facilita
a passagem da corrente do elemento pre´-sina´ptico para o po´s-sina´ptico sem atraso, mas na˜o
no sentido inverso. A transmissa˜o qu´ımica baseia-se na libertac¸a˜o localizada, pelas ves´ıculas
sina´pticas, de transmissores qu´ımicos espec´ıficos, designados neurotransmissores, resultando
da interac¸a˜o destes u´ltimos com prote´ınas receptoras espec´ıficas presentes na membrana do
neuro´nio [12].
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2.3 Lesa˜o da Espinal Medula - resposta e limitac¸o˜es a` rege-
nerac¸a˜o
Mundialmente, estima-se existirem 2,5 milho˜es de pessoas que sofrem uma lesa˜o da
espinal medula, devido a acidentes rodovia´rios, quedas, violeˆncia, desportos, entre outras
causas [3]. A lesa˜o da espinal medula pode conduzir a` perda das func¸o˜es neurolo´gicas e,
consequentemente, comprometer o funcionamento sensorial e motor, dependendo do n´ıvel da
lesa˜o [5].
Em oposic¸a˜o ao que acontece no SNP ou no sistema nervoso embriona´rio, a espinal
medula na˜o recupera espontaneamente apo´s lesa˜o [4, 17, 18]. A limitada recuperac¸a˜o da
espinal medula no adulto e´ na˜o so´ intr´ınseca ao pro´prio SNC como tambe´m potenciada pelo
ambiente extr´ınseco inibito´rio, que se estabelece apo´s a lesa˜o, e que impede a regenerac¸a˜o e
plasticidade axonal [17, 19, 20].
Independentemente da origem da lesa˜o, a resposta do SNC e´ praticamente sempre
a mesma, embora alguns pormenores variem para diferentes tipos de patologia [21]. Apo´s
lesa˜o da espinal medula coloca-se uma barreira a` regenerac¸a˜o que surge como um conjunto de
eventos envolvendo inflamac¸a˜o, formac¸a˜o da cicatriz glial e libertac¸a˜o de mole´culas inibito´rias,
resultando na desmielinizac¸a˜o dos axo´nios e em morte celular massiva [5, 21].
Figura 2.6: Representac¸a˜o esquema´tica da lesa˜o da espinal medula e da cicatriz glial [22] (adaptado)
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A cicatriz glial resulta do recrutamento de microglia, ce´lulas das meninges, oligo-
dendro´citos percursores e da hiperplasia/hipertrofia de astro´citos, denominados astro´citos
reactivos [18, 19, 21]. Para o ambiente inibidor contribuem de forma preponderante mole´culas
inibidoras, destacando-se a prote´ına de inibic¸a˜o ao crescimento de neurites (Nogo-A, do ingleˆs
Neurite OutGrowth inhibitOr), a glicoprote´ına associada a` mielina (MAG, do ingleˆs myelin-
associated glycoprotein), a glicoprote´ına da mielina do oligodendro´cito (OMgp, do ingleˆs
oligodendrocyte-myelin glycoprotein) e a tenascin-R e, ainda, proteoglicanos condroitino-
sulfatos (PGCS, do ingleˆs chondroitin sulphate proteoglycans). Consideram-se as mole´culas
inibidoras da mielina aquelas que mais contribuem para a resposta do SNC, seguidas das
PGCS [18, 21]. Teˆm sido identificadas ainda outras mole´culas inibito´rias tais como a sema-
forina 4D e a efrina B3 [21].
2.4 Estrate´gias Terapeˆuticas
A reparac¸a˜o da espinal medula lesada tem sido um dos grandes desafios na neu-
rocieˆncia experimental desde que Tello e Cajal descobriram pela primeira vez, em 1903, que
os axo´nios do SNC podem ser estimulados a regenerar [23]. A reparac¸a˜o do tecido neuro-
nal e estrate´gias de regenerac¸a˜o teˆm recebido especial atenc¸a˜o, pois afectam directamente a
qualidade de vida do paciente [24].
Os objectivos gerais das estrate´gias terapeˆuticas a seguir aquando da lesa˜o da espinal
medula passam por regular os factores de inibic¸a˜o, repor as ce´lulas perdidas, promover a
regenerac¸a˜o direccionada para os alvos adequados e encorajar a remielinizac¸a˜o dos axo´nios
regenerados [25].
Desde a descoberta de que a formac¸a˜o da cicatriz glial esta´ associada a` criac¸a˜o de um
ambiente bioqu´ımico desfavora´vel a` regenerac¸a˜o neuronal, teˆm sido exploradas abordagens
com vista a bloquear os factores inibito´rios, promovendo assim maior recuperac¸a˜o funcional
apo´s lesa˜o da espinal medula [19].
Por outro lado, teˆm sido desenvolvidas va´rias estrate´gias de transplante de ce´lulas
com o objectivo de ultrapassar as limitac¸o˜es intr´ınsecas a` regenerac¸a˜o do SNC e, assim, subs-
tituir neuro´nios lesados e promover um ambiente favora´vel a` sua regenerac¸a˜o. Por exemplo,
substituir ce´lulas de suporte como os oligodendro´citos, pode conduzir a` remielinizac¸a˜o dos
axo´nios [3].
Transplantes de nervos perife´ricos auto´logos combinados com anti-inflamato´rios ou
adesivo de fibrina e factor de crescimento de fibroblastos (FGF, do ingleˆs Fibroblast growth
factor) teˆm sido utilizados. No entanto, Thuret et al. sugerem que haja uma revisa˜o e uma
maior investigac¸a˜o neste aˆmbito relativamente a` seguranc¸a e eficieˆncia do transplante [3].
O transplante de ce´lulas de Schwann tem sido extensamente estudado e tem demons-
trado potencial como terapia celular do SNC [4, 26]. As ce´lulas de Schwann expressam va´rios
factores e mole´culas de superf´ıcie, e produzem laminina, fibronectina e colage´nio que promo-
vem o crescimento dos axo´nios. [26] Alguns estudos teˆm comprovado a vantagem e efica´cia
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destas ce´lulas na promoc¸a˜o da regenerac¸a˜o e remielinizac¸a˜o dos axo´nios. No entanto estes
benef´ıcios na˜o teˆm sido observados para ale´m do local do transplante [26].
Va´rios estudos sustentam que as ce´lulas da mucosa olfactiva ou ce´lulas gliais olfactivas
sa˜o outras ce´lulas promissoras [2, 3, 4, 26]. Em particular, estudos em Portugal, de Lima et
al. evidenciam a seguranc¸a e potencialidade do transplante de ce´lulas da mucosa olfactiva na
recuperac¸a˜o dos pacientes, principalmente quando combinada com reabilitac¸a˜o po´s-ciru´rgica
[27, 28].
A utilizac¸a˜o de ce´lulas estaminais tambe´m tem recebido particular atenc¸a˜o nos u´ltimos
anos. A plasticidade (pluripotencialidade) exibida por estas ce´lulas e´ uma das razo˜es prin-
cipais da sua escolha no contexto da terapia celular. Particularmente, as ce´lulas neuronais
estaminais e progenitoras (NSPCs, do ingleˆs Neural Stem And Progenitor Cells), que podem
ser isoladas do CNS embriona´rio ou adulto (ver Fig.2.7), diferenciam-se em va´rios tipos de
ce´lulas, permitindo reparar o tecido lesado [1].
Figura 2.7: Representac¸a˜o esquema´tica das fontes potenciais de ce´lulas estaminais/progenitoras para
transplantac¸a˜o na espinal medula lesionada [3] (adaptado)
Na a´rea da engenharia de tecidos, teˆm sido exploradas diversas estrate´gias para pro-
mover a extensa˜o dos axo´nios no local da lesa˜o, usando factores de crescimento nervoso (NGF,
do ingleˆs Nerve Growth Factor) e estruturas de suporte, utilizando biomateriais. Normal-
mente, estas aplicac¸o˜es resultam num crescimento dos axo´nios de forma aleato´ria e que na˜o se
estende para ale´m do local da lesa˜o [29]. O desenvolvimento de estruturas f´ısicas de suporte
para orientac¸a˜o da regenerac¸a˜o neuronal juntamente com factores neurotro´ficos e/ou trans-
plante celular, podera˜o ajudar a manter a organizac¸a˜o dos axo´nios regenerados e potenciar
a recuperac¸a˜o funcional sensorial e motora, constituindo assim uma abordagem promissora.
A combinac¸a˜o de ce´lulas estaminais com materiais de suporte e´ uma das estrate´gias mais
promissoras na perspectiva cl´ınica da regenerac¸a˜o do tecido neuronal [30].
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2.4.1 Regenerac¸a˜o Guiada
O sucesso da regenerac¸a˜o do tecido neuronal encontra-se para ale´m da substituic¸a˜o
do tecido danificado [31]. A orientac¸a˜o f´ısica dos axo´nios constitui um elemento crucial para
guiar a regenerac¸a˜o no sentido de restabelecer as ligac¸o˜es neuronais [4].
Uma estrate´gia da engenharia de tecidos que tem sido adoptada, para encorajar os
axo´nios afectados apo´s lesa˜o a restabelecer as conexo˜es sina´pticas correctas, e´ o desenvolvi-
mento de condutas artificiais para orientac¸a˜o da regenerac¸a˜o nervosa [6]. Hipoteticamente,
um suporte biodegrada´vel com uma topografia que induza o crescimento dendr´ıtico orientado
permitira´ que o restabelecimento das conexo˜es se torne efectivo.
Os materiais e estrutura das NGCs devem obedecer a uma se´rie de requisitos que
determinara˜o o sucesso do seu desempenho. As propriedades f´ısicas que as NGCs devem
ter sa˜o essencialmente uma parede biodegrada´vel e porosa e uma matriz interna orientada
para suportar a migrac¸a˜o de ce´lulas e actividade ele´ctrica. Adicionalmente podera˜o ainda
possibilitar a entrega de mole´culas bioactivas e a incorporac¸a˜o de ce´lulas de suporte [4].
Diversos estudos indicam que uma topografia com pistas celulares combinada com a
utilizac¸a˜o de biomole´culas tem potencial para promover o crescimento dos axo´nios nas zonas
lesadas da espinal medula [6, 32]. A resposta das ce´lulas neuronais a` topografia dos supor-
tes biodegrada´veis, e´ complexa e depende das suas caracter´ısticas f´ısicas, nomeadamente,
dimensa˜o e forma. Va´rios estudos in vitro foram realizados nos u´ltimos anos com o objectivo
de analisar a reacc¸a˜o de ce´lulas estaminais, ce´lulas prima´rias e ce´lulas gliais a fibras alinhadas
[6].
Ale´m dos factores neurotro´ficos, a adic¸a˜o de mole´culas da matriz extracelular e mole´cu-
las de adesa˜o celular (CAMs, do ingleˆs Cells Adhesion Molecules) sa˜o importantes para recriar
um ambiente prop´ıcio a` regenerac¸a˜o neuronal [22].
2.5 Produc¸a˜o de nanofibras por electrofiac¸a˜o
Nanofibras polime´ricas podem ser produzidas usando va´rias te´cnicas, tais como a
separac¸a˜o de fases, a auto-montagem ou a electrofiac¸a˜o [33]. A versatilidade do processo e´ a
principal vantagem da electrofiac¸a˜o, constituindo-se na te´cnica mais requerida para produc¸a˜o
de nanofibras polime´ricas [34, 35, 36, 37].
Embora o in´ıcio da histo´ria da te´cnica de electrofiac¸a˜o remonte a` primeira metade
do se´culo XX, assistiu-se ao seu crescente interesse, especialmente nas u´ltimas duas de´cadas,
provavelmente devido a` emergente investigac¸a˜o na a´rea da nanotecnologia, sustentada pelo
grande nu´mero de publicac¸o˜es cient´ıficas e patentes de investigadores de todo o mundo [34,
38].
Actualmente, a te´cnica e´ utilizada visando diversas apliacac¸o˜es, destacando-se na a´rea
das cieˆncias biome´dicas para a produc¸a˜o de substitutos de tecidos biolo´gicos lesados e sistemas
de libertac¸a˜o controlada de fa´rmacos, entre outras [35, 37, 39].
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A configurac¸a˜o ba´sica de um sistema de electrofiac¸a˜o consiste nos seguintes compo-
nentes: um recipiente para a soluc¸a˜o, habitualmente uma seringa com uma agulha acoplada,
uma bomba infusora, para controlar o caudal da soluc¸a˜o, uma fonte de alta tensa˜o e um
colector de material condutor, esta´tico ou com possibilidade de movimento de rotac¸a˜o e/ou
translac¸a˜o (ver Fig.2.8) [38].
Figura 2.8: Representac¸a˜o esquema´tica do sistema de electrofiac¸a˜o t´ıpico [40] (adaptado)
No processo de electrofiac¸a˜o, a soluc¸a˜o polime´rica que e´ ejectada pela agulha, inicial-
mente tenderia a adquirir uma forma esfe´rica devida a` tensa˜o superficial. No entanto, quando
a tensa˜o positiva aplicada a` agulha, tipicamente na ordem das dezenas de kV, carrega a gota e,
consequentemente, surgem forc¸as de repulsa˜o electrosta´tica entre as cargas na sua superf´ıcie
e uma forc¸a coulombiana exercida pelo campo ele´ctrico externo, que se estabelece entre a
agulha e o colector ligado a` terra. Sob a acc¸a˜o destas interacc¸o˜es electrosta´ticas, a gota da
soluc¸a˜o adquire numa forma co´nica, denominada por cone de Taylor [41]. Quando as forc¸as
electrosta´ticas repulsivas ultrapassam a tensa˜o superficial da soluc¸a˜o, emerge um jacto da
ponta do cone de Taylor. Da repulsa˜o entre as cargas transportadas pelo jacto resulta o seu
estiramento e consequentemente diminuic¸a˜o do diaˆmetro da fibra. Enquanto o jacto viaja,
exibindo um comportamento insta´vel e disperso, executando um movimento em forma de es-
piral em direcc¸a˜o ao colector, o solvente evapora. Assim, a fibra e´ depositada aleatoriamente
no colector, formando uma matriz de fibras polime´ricas so´lidas e de reduzida dimensa˜o, usu-
almente designadas por nanofibras [35, 38, 41]. Um tempo de produc¸a˜o adequado, ou seja,
a suficiente e cont´ınua deposic¸a˜o da nanofibra em camadas no colector, forma, em termos de
macroestrutura, uma matriz tridimensional.
A morfologia das fibras obtidas por electrofiac¸a˜o depende decisivamente dos paˆrametros
utilizados no processo, sendo que o efeito resultante e´ consequente da conjugac¸a˜o de todos
eles. As propriedades da soluc¸a˜o que influenciam o processo de electrofiac¸a˜o e, consequen-
temente, as caracter´ısticas das fibras obtidas, sa˜o a viscosidade, a tensa˜o superficial e a
condutividade da soluc¸a˜o. A massa molecular do(s) pol´ımero(s) e concentrac¸a˜o na soluc¸a˜o
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bem como o solvente utilizados influenciam essas propriedades. Os paraˆmetros do processo
sa˜o o caudal da soluc¸a˜o, o diaˆmetro interno da agulha, a tensa˜o aplicada a` agulha, a distaˆncia
agulha-colector e as caracter´ısticas do colector, isto e´, geometria e movimento, e tensa˜o apli-
cada ao mesmo. As condic¸o˜es ambientais, como a temperatura e a humidade relativa, sa˜o
tambe´m determinantes na morfologia das fibras resultantes do processo de electrofiac¸a˜o [35].
Na tabela 2.1 esta˜o sumariados os principais efeitos da variac¸a˜o de cada um dos paraˆmetros
na morfologia das fibras.
Tabela 2.1: Principais efeitos dos paraˆmetros de electrofiac¸a˜o na morfologia das nanofibras [38]
(adaptado)
Paraˆmetros Efeito na morfologia das fibras
Alterac¸a˜o no diaˆmetro das fibras com o aumento
Tensa˜o da tensa˜o devida a aumento da carga transportada
e diminuic¸a˜o do tempo de voo do jacto
Caudal
Diminuic¸a˜o do diaˆmetro das fibras com a
diminuic¸a˜o do caudal
Distaˆncia entre a agulha e o colector
Aumento da probabilidade de surgirem contas nas
fibras com o aumento da distaˆncia
Viscosidade da soluc¸a˜o
Aumento do diaˆmetro das fibras com o aumento
da viscosidade
Condutividade da soluc¸a˜o
Diminuic¸a˜o do diaˆmetro das fibras com o aumento
da condutividade
Tensa˜o superficial da soluc¸a˜o
Aumento da probabilidade de surgirem contas nas
fibras com o aumento da tensa˜o superficial
Temperatura Diminuic¸a˜o do diaˆmetro das fibras com o aumento
da temperatura
Humidade relativa
Aumento da probabilidade de aparecimento de
poros circulares nas fibras e diminuic¸ao da taxa de
evaporac¸a˜o de solventes aquosos com o aumento
da humidade
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Os relatos da literatura relativos a` aplicac¸a˜o da te´cnica de electrofiac¸a˜o para produc¸a˜o
de nanofibras polime´ricas revelam que uma enorme variedade de pol´ımeros, quer naturais,
quer sinte´ticos, teˆm sido utilizados e caracterizados para diversas aplicac¸o˜es [37, 38].
A grande vantagem das nanofibras em aplicac¸o˜es no domı´nio da engenharia de te-
cidos reside, fundamentalmente, na mimetizac¸a˜o da matriz extracelular, ale´m de possu´ırem
elevadas porosidade e raza˜o a´rea superficial/volume. [34, 36, 42, 43]. Estas propriedades in-
fluenciam fortemente o comportamento celular, promovendo a adesa˜o, migrac¸a˜o e proliferac¸a˜o
das ce´lulas nas matrizes de nanofibras. [36, 43, 44, 45]
Va´rios estudos in vitro teˆm demonstrado que as ce´lulas proliferam preferencialmente
segundo a direcc¸a˜o de fibras alinhadas, as quais normalmente sa˜o obtidas por electrofiac¸a˜o
usando um colector rotato´rio. [42, 46] Em Teo et al. [34] e´ apresentado um conjunto de
diversos colectores que podem ser usados num sistema de electrofiac¸a˜o para obtenc¸a˜o de
fibras alinhadas e sa˜o destacadas as principais vantagens e desvantagens de cada um deles. Na
Fig.2.9 apresenta-se um esquema simplificado de um sistema de electrofiac¸a˜o com o colector
mais frequentemente utilizado com este propo´sito.
Figura 2.9: Representac¸a˜o esquema´tica de um sistema de electrofiac¸a˜o com colector rotato´rio [47]
(adaptado)
2.6 Biomateriais
As estrate´gias da engenharia de tecidos, em particular para a regenerac¸a˜o dos neuro´nios,
esta´ extremamente dependente do tipo de biomateriais usados no desenvolvimento dos supor-
tes celulares, que podem ser naturais ou sinte´ticos. A utilizac¸a˜o cl´ınica dos biomateriais tem
apresentado alguns benef´ıcios importantes para a abordagem neurociru´rgica e, consequente-
mente, para reabilitac¸a˜o [48].
A selecc¸a˜o dos biomateriais para poss´ıvel utilizac¸a˜o na regenerac¸a˜o da espinal medula
deve reunir os seguintes requisitos: biocompatibilidade, taxa de degradac¸a˜o ajustada ao
tempo em que decorre a regenerac¸a˜o e produtos de degradac¸a˜o na˜o to´xicos, e propriedades
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mecaˆnicas que, por um lado, sejam adequadas para o local da lesa˜o e, por outro, que suportem
os procedimentos ciru´rgicos quando implantados no paciente [5, 44].
Um material que fica permanentemente no organismo tem associado um maior risco
de infecc¸a˜o e resposta inflamato´ria, pelo que uma NGC que degrade enquanto decorre a
regenerac¸a˜o do tecido neuronal e´ prefer´ıvel [4]. Em geral, os materiais naturais apresentam
melhor biocompatibilidade [49]. Contudo, este tipo de material necessita, quase sempre,
de extensa purificac¸a˜o e preparac¸a˜o complexa. Por outro lado, geralmente, os materiais
sinte´ticos, apresentam maior facilidade de processamento e controlo das suas propriedades
mecaˆnicas, f´ısicas e qu´ımicas [4].
Note-se que o sucesso da regenerac¸a˜o de qualquer tecido resulta da combinac¸a˜o dos
materiais escolhidos para a produc¸a˜o dos suportes biodegrada´veis com topografia adequada,
com mole´culas bioactivas e ce´lulas.
2.6.1 Gelatina
A gelatina e´ um pol´ımero natural obtido por hidro´lise parcial e controlada do colage´nio
[44, 49, 50]. No processo de produc¸a˜o de gelatina sa˜o quebradas ligac¸o˜es covalentes e pontes
de hidroge´nio que estabilizam a configurac¸a˜o em tripla-he´lice do colage´nio - a conformac¸a˜o
helicoidal da´ origem a uma conformac¸a˜o enrolada aleatoriamente. A gelatina e´ assim, um bio-
pol´ımero ideˆntico ao colage´nio no que diz respeito a` sua composic¸a˜o e propriedades biolo´gicas.
O colage´nio e´ uma das prote´ınas que formam a matriz extracelular e o principal constituinte
da pele, do osso e de outros tecidos conjuntivos.
A gelatina apresenta vantagens relativamente a outros pol´ımeros, nomeadamente, por
ter origem biolo´gica, pela sua biocompatibilidade, biodegradac¸a˜o, pelas excelentes proprie-
dades de adesa˜o, disponibilidade comercial e baixo custo [51]. Va´rios estudos demonstraram
que a gelatina promove a adesa˜o e proliferac¸a˜o das ce´lulas, devido a` presenc¸a de sequeˆncias
de aminoa´cidos do tipo Arg-Gly-Asp (RGD) [44, 52].
A gelatina, ao contra´rio da maioria dos pol´ımeros sinte´ticos, possui grupos ioniza´veis
(amidas, aminas prima´rias e carboxilos). Os grupos funcionais carboxilo (COOH) e amina
(NH2) podem ser ionizados por agentes a´cidos ou ba´sicos. Numa soluc¸a˜o aquosa, esta io-
nizac¸a˜o da´ origem a um poliia˜o carregado acompanhado por contraio˜es [49].
A gelatina de origem de mamı´fero, tipicamente de bovino, e´ soluvel em a´gua a 40o,
enquanto que a gelatina derivada de peixe e´ solu´vel em a´gua a` temperatura ambiente, o que,
obviamente, simplifica a electrofiac¸a˜o de soluc¸o˜es deste tipo de gelatina. A gelatina de peixe
tem uma estrutura e composic¸a˜o similares a` de mamı´fero, excepto um conteu´do inferior de
prolina e hidroxiprolina.
Raramente a gelatina e´ considerada como um material candidato para aplicac¸o˜es
biome´dicas sem tratamentos especiais, essencialmente por ser um pol´ımero solu´vel em a´gua
e apresentar fracas propriedades mecaˆnicas [50, 53]. Assim, a gelatina e´ reticulada e/ou
combinada com pol´ımeros sinte´ticos por forma a manter a sua estrutura [50, 53].
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2.6.2 Quitosano
O quitosano (CS) e´ um biopol´ımero linear, obtido atrave´s da desacetilac¸a˜o parcial da
quitina [1]. A quitina e´ o segundo polissacar´ıdeo mais abundante na natureza apo´s a celulose,
encontrada, por exemplo, no exosqueleto dos crusta´ceos, insectos e nas paredes celulares dos
fungos [1]. Na Fig.2.10 esta´ representada a estrutura da quitina e o quitosano. Na pra´tica,
as designac¸o˜es quitina e quitosano referem-se a copol´ımeros com unidades N-glucoseamina
e unidades N-acetilglucoseamina. A desacetilac¸a˜o consiste na substituic¸a˜o do grupo acetil
(C2H3O) por um H, com formac¸a˜o de grupos amina. O que distingue o CS da quitina e´
apenas a quantidade de grupos amina presentes [54].
Figura 2.10: Estrutura da quitina e do quitosano, com x unidades de N-acetilglucoseamina e y
unidades de N-gluocosemina [54]
Considera-se o quitosano o polissacar´ıdeo com um mı´nimo de 50% de desacetilac¸a˜o
(percentagem de grupos amina presentes), sendo mais comum possuir um grau de desace-
tilac¸a˜o de 70-90%. As condic¸o˜es em que ocorre a reacc¸a˜o de desacetilac¸a˜o conferem ao CS as
suas caracter´ısticas principais, nomeadamente a sua massa molecular me´dia e o grau de de-
sacetilac¸a˜o. O grau de desacetilac¸a˜o influencia a solubilidade do CS, bem como a viscosidade
das soluc¸o˜es a` base de CS [54].
O quitosano e´ um pol´ımero semicristalino, sendo que o seu grau de cristalinidade
depende do grau de desacetilac¸a˜o. A solubilidade do quitosano, por sua vez, depende dos
grupos amina livres e da natureza do solvente usado. Em soluc¸o˜es a´cidas dilu´ıdas, os grupos
amina livres protonizam e o quitosano torna-se totalmente solu´vel a pH inferior a 5. O CS e´,
geralmente, insolu´vel em soluc¸o˜es aquosas cujo pH seja superior a 7 [1].
O quitosano tem sido largamente aplicado nas a´reas farmaceˆuticas e biome´dicas, en-
tre outras (agricultura, tratamento industrial de poluentes, etc). As suas caracter´ısticas
apelativas tais como biocompatibilidade, biodegradabilidade, bioadesividade, capacidade de
adsorc¸a˜o de a´gua, actividade contra fungos, bacte´rias e v´ırus e o seu poder hemosta´tico, sus-
tentam esse facto [54]. A quitina e, consequentemente, o quitosano podem ser obtidos a partir
da casca do camara˜o, permitindo, simultaneamente, a valorizac¸a˜o de res´ıduos alimentares.
Xiaoguang et al. demonstraram num estudo in vivo que os implantes de quitosano no
local da lesa˜o da espinal medula promoveram a regenerac¸a˜o axonal, levando a` recuperac¸a˜o
funcional parcial dos membros posteriores dos ratos [55].
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Num outro estudo in vivo, tambe´m com vista a` recuperac¸a˜o apo´s lesa˜o da espinal
medula, Bozkurt et al. demonstraram que num grupo de cobaias que recebeu NSPCs supor-
tadas por uma estrutura tubular de quitosano, a sobreviveˆncia celular foi mais prolongada
relativamente a` verificada num grupo em que as NSPCs foram injectadas directamente no
local da lesa˜o. Tal facto sugere que a adesa˜o celular ao suporte de quitosano tem um papel
crucial na sobreviveˆncia das ce´lulas transplantadas [56].
2.6.3 Poli(ε-caprolactona)
O PCL e´ um polie´ster alifa´tico sinte´tico, semicristalino, hidrofo´bico, com grande elas-
ticidade e biocompat´ıvel [1]. O PCL pode ser obtido pela abertura de anel e polimerizac¸a˜o de
mono´meros, ’ε-caprolactona’. Tem um ponto de fusa˜o pro´ximo de 60oC e uma temperatura
de transic¸a˜o v´ıtrea de -60◦C. O PCL e´ solu´vel numa ampla variedade de solventes orgaˆnicos
e oferece a vantagem de ser misc´ıvel com uma grande variedade de pol´ımeros, e e´ facilmente
processa´vel [57].
Figura 2.11: Estrutura da Poli(ε-caprolactona) [57]
Ao contra´rio da gelatina, o PCL e´ hidrofo´bico e conhecido por na˜o facilitar a adesa˜o
celular. Desta forma, sera´ vantajoso proceder a modificac¸o˜es de superf´ıcie quando se utiliza
PCL para produzir suportes celulares [58]. Para aumentar a hidrofilicidade podem ser apli-
cados tratamentos com plasma ou com hidro´xido de so´dio (NaOH). Uma estrate´gia que tem
sido adoptada para promover a adesa˜o celular a suportes de PCL e´ incorporar biomole´culas
ou materiais encontrados na matriz extracelular, entre os quais o colage´nio, laminina e fibro-
nectina [59]. Neste sentido, Ghasemi-Mobarakeh et al. usaram MatrigelTM 1 para modificar
nanofibras de PCL produzidas por electrofiac¸a˜o. Esta modificac¸a˜o foi conseguida atrave´s de
duas metodologias diferentes, sendo uma, a adic¸a˜o de MatrigelTM a` soluc¸a˜o de PCL e a outra,
a ligac¸a˜o covalente da MatrigelTM a`s fibras de PCL previamente submetidas a tratamento
com NaOH [60]. Zhang et al. verificaram que ce´lulas cultivadas em matrizes compostas por
PCL e gelatina se infiltravam mais nestas matrizes do que em matrizes de apenas PCL. Se-
gundo os mesmos autores, a adic¸a˜o da gelatina ao PCL proporciona maior afinidade celular
e a migrac¸a˜o celular e´ facilitada pelos espac¸os que se criam enquanto a gelatina se dissolve
gradualmente [53].
1Material preparado a partir da membrana basal reconstitu´ıda que e´ extra´ıda do sarcoma de rato Engelbreth-
Holm-Swarm(EHS), um tumor rico em prote´ınas da matriz extracelular.
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Materiais e Me´todos
3.1 Produc¸a˜o de matrizes de nanofibras polime´ricas
3.1.1 Preparac¸a˜o das soluc¸o˜es para electrofiac¸a˜o
Neste trabalho foram preparadas soluc¸o˜es polime´ricas tendo em vista a produc¸a˜o de
matrizes de nanofibras de gelatina (Gt) e matrizes compo´sitas de gelatina/quitosano (Gt/CS)
e de gelatina/PCL (Gt/PCL), atrave´s do processo de electrofiac¸a˜o.
A selecc¸a˜o e combinac¸a˜o destes biomateriais foi baseada nas suas caracter´ısticas. A
gelatina foi eleito como o biomaterial base deste estudo, devido essencialmente a`s excelentes
propriedades de adesa˜o. A combinac¸a˜o da gelatina com o quitosano prende-se com o facto
deste ser tambe´m de origem natural e pelo seu sucesso em diversas aplicac¸o˜es [52]. O PCL
foi escolhido com base nas suas excelentes propriedades mecaˆnicas. As evideˆncias de que a
combinac¸a˜o de PCL e gelatina e´ adequada para o desenvolvimento celular e´ outra raza˜o que
levou a esta escolha [53].
Foi ainda utilizado Poli(o´xido de etileno) (PEO) como adjuvante na electrofiac¸a˜o das
soluc¸o˜es com quitosano. Os solventes utilizados foram a´cido ace´tico glacial (AA) e a´gua
destilada. Na tabela 3.1 apresentam-se algumas especificac¸o˜es destes materiais.
As concentrac¸o˜es dos pol´ımeros nas soluc¸o˜es sera˜o indicadas como a percentagem
ma´ssica de pol´ımero.
Inicialmente, foi preparada uma soluc¸a˜o de 40% de gelatina em a´gua destilada a`
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Tabela 3.1: Materais utilizados na preparac¸a˜o das soluc¸o˜es polime´ricas
Material Fornecedor Fo´rmula Qu´ımica/Fonte Massa Molecular
[g/mol]
Gelatina Sigma-Aldrich Pele de peixe de a´gua fria 60 000
Quitosano Cognis S Casca de camara˜o 500 000
PCL Sigma-Aldrich (CH6H10O2)n 70 000 - 90 000
PEO Sigma-Aldrich (CH2CH2O)n 2 000 000
A´cido Ace´tico Panreac CH3COOH 60.05
temperatura ambiente, dado tratar-se de gelatina de peixe. Contudo, face a` dificuldade de
se obterem fibras alinhadas a partir desta soluc¸a˜o, optou-se por se prepararem soluc¸o˜es de
gelatina a 25% em 90% de a´cido ace´tico em a´gua destilada para produc¸a˜o de matrizes de
gelatina.
Em geral, o processo de electrofiac¸a˜o a partir de soluc¸o˜es de quitosano torna-se bas-
tante dif´ıcil, devido a`s propriedades destas soluc¸o˜es, entre as quais a sua elevada condutivi-
dade. Para contornar este problema, e´ comum adicionar-se PEO, de massa molecular elevada
e em concentrac¸o˜es reduzidas, a soluc¸o˜es de quitosano, dadas as suas excelentes caracter´ısticas
de electrofiac¸a˜o, que permitem obter facilmente nanofibras. [61] Perante tais factos, as ma-
trizes de gelatina e quitosano (Gt/CS) foram produzidas a partir de soluc¸o˜es contendo uma
pequena fracc¸a˜o de PEO, de massa molecular de 2 000 000 g/mol.
Inicialmente preparou-se uma soluc¸a˜o de 2.5%Gt, 2.5%CS e 0,25%PEO em 90% de
AA em a´gua destilada, mas a constituic¸a˜o da soluc¸a˜o depois foi alterada para 2%Gt, 2%CS
e 0,2%PEO em 90% de AA em a´gua destilada. Tal alterac¸a˜o, deveu-se ao facto da soluc¸a˜o
inicial originar deposic¸o˜es pouco distribu´ıdas no colector e fibras na˜o uniformes com contas.
A constituic¸a˜o das soluc¸o˜es de gelatina e PCL foi 10%Gt e 10%PCL em 95% de AA
em a´gua destilada. As soluc¸o˜es foram produzidas adicionando-se a gelatina a` a´gua, depois os
graˆnulos de PCL (pesados primeiro numa barquinha para pesagem) e finalmente o AA.
Imediatamente apo´s preparac¸a˜o, todas as soluc¸o˜es foram mantidas em agitac¸a˜o num
agitador magne´tico ate´ dissoluc¸a˜o completa dos pol´ımeros. As soluc¸o˜es eram usadas apro-
ximadamente 24h apo´s a sua preparac¸a˜o e nunca excedendo um per´ıodo de dois dias, por
forma a minimizar a degradac¸a˜o dos pol´ımeros.
3.1.2 Caracterizac¸a˜o das soluc¸o˜es
Para determinar as caracter´ısticas das soluc¸o˜es preparadas, realizaram-se medic¸o˜es de
viscosidade e condutividade.
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Viscosidade
A viscosidade e´ uma propriedade reolo´gica de um fluido que reflecte o seu compor-
tamento de escoamento sob a acc¸a˜o de uma tensa˜o de corte externa. A viscosidade e´ um
paraˆmetro da soluc¸a˜o determinante no processo de electrofiac¸a˜o e na morfologia das fibras.
Este paraˆmetro e´ fortemente influenciado pela concentrac¸a˜o da soluc¸a˜o polime´rica e pela
massa molecular do pol´ımero, sendo que, quanto maior a concentrac¸a˜o de um pol´ımero,
maior e´ a viscosidade da soluc¸a˜o e, quanto maior for a massa molecular do pol´ımero, maior
e´ a viscosidade para uma mesma concentrac¸a˜o [38]. A viscosidade da soluc¸a˜o depende ainda
da temperatura a que esta se encontra.
No processo de electrofiac¸a˜o, as forc¸as viscoela´sticas previnem a quebra do jacto,
mantendo-o cont´ınuo. A partir de determinado valor de viscosidade, e´ poss´ıvel que haja
estiramento do jacto sem que este quebre e sem a formac¸a˜o de contas. Se a viscosidade for
muito baixa, na˜o e´ poss´ıvel a formac¸a˜o de uma fibra cont´ınua, enquanto que, se for demasiado
elevada, e´ necessa´ria uma tensa˜o aplicada elevada para dar origem ao jacto [38].
Para a caracterizac¸a˜o reolo´gica das soluc¸o˜es utilizou-se um reo´metro rotacional (Mal-
vern Instruments, Bohlin Gemini HRnano), com geometria de cone e prato (40 mm e 2o de
inclinac¸a˜o). As medic¸o˜es da viscosidade das soluc¸o˜es ocorreram a` temperatura de 25◦C, em
regime estaciona´rio. Mediu-se a viscosidade das 4 soluc¸o˜es utilizadas na parametrizac¸a˜o do
processo de electrofiac¸a˜o. As medic¸o˜es da viscosidade das soluc¸o˜es utilizadas na produc¸a˜o
das matrizes em estudo e a da soluc¸a˜o aquosa de gelatina foram realizadas cerca de 1 e 2 dias
apo´s a preparac¸a˜o das soluc¸o˜es, respectivamente.
Condutividade
A condutividade indica a capacidade de uma soluc¸a˜o transportar cargas. A conduti-
vidade e´ outro paraˆmetro da soluc¸a˜o que influencia fortemente o processo de electrofiac¸a˜o, e
que depende principalmente do solvente da soluc¸a˜o. Soluc¸o˜es com maior condutividade possi-
bilitam que exista maior quantidade de cargas transportadas pela fibra, o que provoca maior
estiramento da fibra, devido a uma maior repulsa˜o electrosta´tica e a uma maior zona de ins-
tabilidade. Assim, mais finas sera˜o as fibras depositadas e menos prova´vel sera´ a ocorreˆncia
da formac¸a˜o de contas, contrariamente ao que se sucede com soluc¸o˜es de baixa condutividade.
Por outro lado, na presenc¸a de fortes campos ele´tricos, soluc¸o˜es com elevada condutividade
podem conduzir a` formac¸a˜o jactos mu´ltiplos, devido a` elevada repulsa˜o electrosta´tica [38].
A medic¸a˜o da condutividade das soluc¸o˜es foi efectuada por um condut´ımetro (HANNA
Instruments HI 4521). As soluc¸o˜es foram preparadas cerca de 24h antes das medic¸o˜es. Os
valores de condutividade foram registados para a temperatura de 25oC.
3.1.3 Montagem experimental dos Sistemas de Electrofiac¸a˜o
Neste trabalho foram utilizados dois sistemas de electrofiac¸a˜o distintos, cujas monta-
gens experimentais sa˜o ilustradas nas Figs.3.1 a 3.3.
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Figura 3.1: Sistema de electrofiac¸a˜o com colector plano
Figura 3.2: Pormenor do sistema de electrofiac¸a˜o com colector plano
Figura 3.3: Sistema de electrofiac¸a˜o com colector cil´ındrico rotato´rio
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Os componentes principais utilizados nestas montagens sa˜o uma fonte de alta tensa˜o
(constru´ıda no Grupo de Engenharia de Tecidos - GREAT) que permite aplicar uma tensa˜o
ma´xima de 30kV, uma bomba injectora, onde e´ colocada uma seringa graduada de 5ml e
diaˆmetro interno de 12.70mm (BBRAUN In-jekt R©), acoplada com uma agulha de calibre
23G (diaˆmetro interno de 0,33 mm) e um colector ligado a` terra. A` agulha liga-se um
crocodilo fixo a` ponta do cabo que estabelece a ligac¸a˜o a` fonte de tensa˜o. Os valores dos
paraˆmetros ambientais foram sempre monitorizados por medidor de humidade e temperatura
(Rotronic, 8303 Basserdorf).
O colector plano meta´lico de 20x20cm e´ suportado por um sistema que permite estabe-
lecer movimentos lentos de rotac¸a˜o e translac¸a˜o na horizontal, o que permite obter deposic¸o˜es
mais uniformes que as obtidas com o colector esta´tico.
Com vista a depositar, sobre lamelas quadradas, matrizes de nanofibras para avaliac¸a˜o
do grau de reticulac¸a˜o, foram fixos no colector plano 16 quadrados meta´licos de 2x2cm,
conforme se apresenta na Fig.3.4. A fixac¸a˜o foi feita com fita condutora de grafite com
espac¸amentos de 1cm entre quadrados. Colocou-se uma folha de acetato a cobrir e, assim,
isolar todo o espac¸o ale´m dos quadrados meta´licos usando fita cola de dupla face. A fixac¸a˜o
das lamelas aos quadrados meta´licos foi assegurada por uma pequena gota de a´gua entre eles.
Para se obterem fibras sobre todas as lamelas, foi ligado o sistema de movimentos de rotac¸a˜o
e translac¸a˜o do colector.
Figura 3.4: Colector plano constru´ıdo para colocac¸a˜o de lamelas quadradas
O colector cil´ındrico (constru´ıdo no GREAT) utilizado neste trabalho tem 7cm de
diaˆmetro e 22cm de comprimento, e tem um sistema que permite estabelecer um movimento
rotacional e translacional. A velocidade de rotac¸a˜o e´ regula´vel, ate´ ao ma´ximo de 4000rpm,
o que permite obter fibras com diferentes graus de alinhamento.
No caso do sistema de electrofiac¸a˜o com o colector cil´ındrico, para alterar a confi-
gurac¸a˜o do campo ele´ctrico por forma a direccionar mais as fibras para o colector, foi sempre
inserido um pequeno disco meta´lico na agulha, conforme ilustra a Fig.3.5.
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Figura 3.5: Disco meta´lico na agulha do sistema de electrofiac¸a˜o com coletor cil´ındrico
3.1.4 Electrofiac¸a˜o das soluc¸o˜es
Numa fase inicial, foi estudado o processo de electrofiac¸a˜o para as diferentes com-
posic¸o˜es das soluc¸o˜es polime´ricas por forma a estabelecer um conjunto de paraˆmetros que
permitisse obter fibras. Para uma primeira ana´lise da morfologia das fibras, obtiveram-se
deposic¸o˜es no colector plano, ao qual foi presa com molas uma placa meta´lica forrada com
papel de alumı´nio. Com os va´rios paraˆmetros de electrofiac¸a˜o testados, deixou-se o processo
decorrer durante aproximadamente 5min e de seguida, foram obtidas imagens de microscopia
o´ptica das deposic¸o˜es num microsco´pio o´ptico (MO) (Nikon Eclipse LV100). Foi enta˜o obser-
vado o aspecto das deposic¸o˜es para concluir sobre a influeˆncia dos paraˆmetros de produc¸a˜o
utilizados na morfologia das fibras.
Figura 3.6: Microsco´pio o´ptico Nikon Eclipse LV100
Para cada soluc¸a˜o foi selecionado um conjunto de paraˆmetros para se proceder a`s
deposic¸o˜es no colector cil´ındrico rotato´rio. Antes de efectuar cada deposic¸a˜o, o colector
cil´ındrico foi sempre coberto com papel de alumı´nio. Os paraˆmetros selecionados no colector
esta´tico foram validados para este colector. Adicionalmente, procedeu-se ao estudo da in-
flueˆncia da velocidade de rotac¸a˜o do colector na morfologia das fibras, recorrendo novamente
a imagens de microscopia o´ptica.
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Para a produc¸a˜o de matrizes para a realizac¸a˜o das culturas celulares, colaram-se la-
melas circulares de 12mm de diaˆmetro, com fita cola de dupla face, sobre o papel de alumı´nio.
Assim, as matrizes foram depositadas sobre as lamelas, dispostas ao longo de toda a superf´ıcie
central do colector cilindrico. O papel de alumı´nio foi recortado rente aos limites das lamelas,
as quais depois foram soltas do papel.
3.1.5 Reticulac¸a˜o das matrizes
Conforme anteriormente referido no cap´ıtulo 2, embora a gelatina seja um biopol´ımero
com potencial para aplicac¸o˜es em engenharia de tecidos, apresenta algumas propriedades
mecaˆnicas menos favora´veis e, no caso da gelatina de peixe, total dissoluc¸a˜o em a´gua a` tem-
peratura ambiente, necessitando assim de reticulac¸a˜o. A reticulac¸a˜o consiste basicamente
no estabelecimento de ligac¸o˜es covalentes entre cadeias polime´ricas. Um maior grau de reti-
culac¸a˜o permite aumentar a rigidez da estrutura e esta torna-se menos solu´vel.
A reticulac¸a˜o pode ser realizada atrave´s va´rios me´todos, incluindo tratamentos f´ısicos,
como sa˜o, por exemplo, o tratamento desidrote´rmico (DHT, do ingleˆs dehydrothermal treat-
ment) e por irradiac¸a˜o com ultravioleta (UV), ou atrave´s de tratamentos qu´ımicos por acc¸a˜o
de alguns agentes reticulantes tais como o formalde´ıdo, o glutaralde´ıdeo (GTA) e a genipina.
[51, 62, 63] Geralmente, os tratamentos f´ısicos resultam num grau de reticulac¸a˜o mais baixo
relativamente aos tratamentos qu´ımicos, pois a reacc¸a˜o ocorre basicamente na superf´ıcie dos
materiais. [51]
Dado que todas as matrizes produzidas neste trabalho teˆm na sua composic¸a˜o gelatina,
procurou-se um me´todo de reticulac¸a˜o para a totalidade das matrizes. Escolheu-se reticular
as matrizes com vapor de soluc¸o˜es de GTA em a´gua. Pore´m, este tratamento pode tornar as
matrizes citoto´xicas e alterar a morfologia das fibras. [62, 63] Assim, decidiu-se testar uma
combinac¸a˜o de um me´todo f´ısico com o GTA. O DHT e´ promovido pela desidratac¸a˜o das
nanofibras de gelatina, o que e´ conseguido atrave´s do aquecimento a baixa pressa˜o. O DHT
processa-se a temperaturas muito elevadas (superiores a 100oC) e portanto, muito superiores
ao ponto de fusa˜o do PCL, pelo que na˜o pode ser utilizado com as matrizes de Gt/PCL.
Perante estes factos, optou-se por submeter matrizes de gelatina a irradiac¸a˜o UV antes da
reticulac¸a˜o com GTA. Assim, espera-se que a irradic¸a˜o UV promova alguma reticulac¸a˜o e
possibilite a reduc¸a˜o da concentrac¸a˜o de GTA necessa´ria.
Reticulac¸a˜o com Radiac¸a˜o Ultravioleta
A iradiac¸a˜o UV de um pol´ımero tanto pode promover a formac¸a˜o das ligac¸o˜es como
resultar na clivagem das cadeias. Os resultados de um estudo de Bath el al. relativo ao
efeito da radiac¸a˜o ultravioleta (UV) em algumas propriedades da gelatina de peixe indicam
as possibilidade se de utilizar irradiac¸a˜o UV para melhorar a resisteˆncia e a reticulac¸a˜o da
gelatina [64].
Yokoni et al investigaram o efeito da irradiac¸a˜o de matrizes e filmes de colage´nio com
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doses de radiac¸a˜o UV de 5J/cm2 a 35J/cm2 na solubilidade e verificaram que esta tem uma
diminuic¸a˜o significativa a partir de 15J/cm2 [65].
A irradiac¸a˜o UV foi efectuada no aparelho CL-1000 Ultraviolet Crosslinker (UVP -
Ultra-Violet Products, Ltd.), que tem no seu interior 5 laˆmpadas de 8 W que emitem radiac¸a˜o
UV com comprimento de onda 254 nm [66].
Figura 3.7: Aparelho CL-1000 UV Crosslinker
Reticulac¸a˜o com Vapor de Glutaralde´ıdo
Como ja´ referido anteriormente, a necessidade de reticulac¸a˜o deve-se a` presenc¸a de
fibras de gelatina nas matrizes em estudo. Portanto, foram analisadas amostras de gelatina
sujeitas a diferentes tempos de exposic¸a˜o a vapor de GTA. O tratamento de nanofibras com
vapor de GTA e´ simples e possibilita a realizac¸a˜o da reticulac¸a˜o num per´ıodo de tempo
relativamente curto [62].
Figura 3.8: Mecanismo da reacc¸a˜o da reticulac¸a˜o da gelatina por acc¸a˜o do GTA [67] (adaptado)
O glutaralde´ıdeo, cuja fo´rmula qu´ımica e´ C5H8O2, e´ um dialde´ıdo saturado conside-
rado to´xico. A reacc¸a˜o de reticulac¸a˜o ocorre entre os grupos alde´ıdo do GTA e os grupos
amina da gelatina [62, 63]. Conforme ilustra a Fig.3.8, e´ a presenc¸a de dois grupos alde´ıdo
(HC=O) que possibilita a reticulac¸a˜o, devido a` formac¸a˜o de duas bases de Schiff, por ligac¸a˜o
com aminas livres dos res´ıduos de lisina e hidroxilo-lisina na gelatina [67]. O CS, por pos-
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suir o mesmo tipo de grupos amina, ira´ tambe´m sofrer reticulac¸a˜o durante o tratamento das
matrizes de Gt/CS. E´ ainda de referir, que a formac¸a˜o de grupo aldimina (CH=N) confere a
cor amarelada a`s amostras reticuladas [68].
3.1.6 Avaliac¸a˜o da Perda de Massa
A determinac¸a˜o do grau de reticulac¸a˜o das amostras em func¸a˜o do tempo de reti-
culac¸a˜o foi efectuada atrave´s da avaliac¸a˜o da perda de massa das mesmas. O grau de reti-
culac¸a˜o (GR) relaciona-se com a perda de massa (PM) segundo a equac¸a˜o 3.1. Por sua vez,
a perda de massa e´ dada pela diferenc¸a relativa entre a massa inicial da amostra, minicial, e
a massa dessa mesma amostra depois de ter permanecido em a´gua durante algum tempo e
apo´s total evaporac¸a˜o da a´gua absorvida, mseca.
PM = 1−GR = minicial −mseca
minicial
(3.1)
Os paraˆmetros da reticulac¸a˜o considerados foram basicamente a concentrac¸a˜o de GTA
na soluc¸a˜o aquosa, o tempo de exposic¸a˜o e a temperatura em que decorre o processo. Depois
de optimizados os paraˆmetros do processo, o tratamento com GTA e a avaliac¸a˜o da perda de
massa compreenderam os seguintes passos:
1. Antes da reticulac¸a˜o as amostras das matrizes foram mantidas no exsicador em va´cuo
durante aproximadamente 2 dias;
2. Depois, numa hote, colocaram-se as amostras num recipiente que permitisse um bom
isolamento quando fechado, um exsicador. Colocou-se um cristalizador com 7cm de
diaˆmetro com 10ml da soluc¸a˜o de GTA (Sigma-Aldrich), a 50% em a´gua destilada, no
centro desse exsicador e este num forno (Binder) a` temperatura de 40◦C (ver Fig.3.9);
3. Apo´s o tempo de reticulac¸a˜o, as amostras ficaram no exsicador em va´cuo durante apro-
ximadamente 3 dias para extrair poss´ıveis vest´ıgios de GTA na˜o reagido das matrizes;
4. Pesaram-se as amostras;
5. Seguidamente as amostras foram imersas em a´gua destilada e assim mantidas no agi-
tador orbital (SK-330-Pro) durante 5h;
6. Depois de aproximadamente 20h a secar ao ar, mantiveram-se as amostras durante
2h no exsicador em va´cuo antes da pesagem para avaliac¸a˜o da perda de massa, para
garantir condic¸o˜es semelhantes na pesagem das matrizes;
Na preparac¸a˜o das matrizes para cultura celular apenas foram executados os passos 1
a 3.
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Figura 3.9: Forno com exsicador contendo as amostras e o cristalizador com soluc¸a˜o de GTA
3.2 Caracterizac¸a˜o das matrizes
3.2.1 Ana´lise da morfologia das fibras
A morfologia das matrizes produzidas por electrofiac¸a˜o, nomeadamente, o diaˆmetro e
alinhamento das fibras, foi avaliada atrave´s da ana´lise de imagens de microscopia electro´nica
de varrimento (SEM, do ingleˆs Scanning Electron Microscope), recorrendo ao programa Ima-
geJ. As imagens de SEM foram obtidas recorrendo a um equipamento Zeiss Auriga.
Figura 3.10: Zeiss Auriga Scanning Electron Microscope
Na te´cnica de microscopia electro´nica de varrimento faz-se incidir um feixe de electro˜es
sobre a amostra. Na sequeˆncia da interacc¸a˜o destes electro˜es com os a´tomos que compo˜em essa
mesma amostra resultam electro˜es retrodispersos de alta energia, resultantes de disperso˜es
ela´sticas, electro˜es secunda´rios, resultantes de disperso˜es inela´sticas e processos Auger, foto˜es
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de alta energia (Raios X) e foto˜es na banda do vis´ıvel (catodoluminesceˆncia). Dentro dos
sinais emitidos pela amostra os mais importantes para a obtenc¸a˜o de imagem proveˆm dos
electro˜es secunda´rios e/ou dos electro˜es retrodispersos. Estes sera˜o detectados pelo detector
e o sinal e´ amplificado, e consequentemente, forma-se uma imagem.
Analisaram-se amostras nas condic¸o˜es de po´s-produc¸a˜o, po´s-reticulac¸a˜o e po´s-lavagem,
de matrizes de Gt (alinhadas), Gt/CS (alinhadas), Gt/PCL alinhadas, semialinhadas e desa-
linhadas. Previamente, estas amostras foram colocadas sobre a fita de carbono que revestia
o porta-amostras. Depois, as amostras foram revestidas com uma camada fina da liga ouro-
pala´dio 80-20 por pulverizac¸a˜o cato´dica e, finalmente, o porta-amostras foi colocado em va´cuo
no interior do SEM.
Diaˆmetro das fibras
A medic¸a˜o dos diaˆmetros das fibras foi efectuada a partir de imagens de SEM, recor-
rendo ao programa ImageJ. Efectuaram-se 30 medic¸o˜es dos diaˆmetros das fibras de matrizes
de Gt e Gt/CS alinhadas, bem como de Gt/PCL para os va´rios graus de alinhamento em
estudo.
Alinhamento das fibras
A anisotropia de uma matriz fibrosa desempenha um papel fundamental na deter-
minac¸a˜o das propriedades dos materiais. O alinhamento das fibras de um suporte celular
neuronal influencia tambe´m, tanto a direccionalidade como a dinaˆmica do crescimento das
neurites, como demonstraram Chow el at., por exemplo, num estudo utilizando matrizes ali-
nhadas de polidioxanona [69]. A medida objectiva e quantitativa do grau de alinhamento das
fibras permite correlacionar graus de anisotropia com o comportamento mecaˆnico e biolo´gico
de uma dada matriz fibrosa.
Neste sentido, em particular para determinar a anisotropia de fibras resultantes de
electrofiac¸a˜o, teˆm sido utilizados me´todos baseados na transformada ra´pida (ou discreta)
de Fourier (FFT, do ingleˆs Fast Fourier Transform). Ayres et al. descrevem em va´rios
estudos a aplicac¸a˜o deste me´todo na caracterizac¸a˜o do alinhamento das fibras de gelatina
para diferentes condic¸o˜es [70, 71, 72]. Chow et al. tambe´m utilizam a FFT no estudo
mencionado anteriormente [69].
A FFT converte a informac¸a˜o contida numa imagem do espac¸o real para o espac¸o da
frequeˆncia [73]. A imagem resultante da FFT - o espectro de Fourier - apresenta, numa repre-
sentac¸a˜o polar, pixe´is cuja distribuic¸a˜o das intensidades, numa escala de cinzentos, reflecte
o grau de alinhamento das fibras da imagem original. A soma ao longo da direcc¸a˜o radial
das intensidades dos pixe´is no espectro de Fourier, representada em func¸a˜o do aˆngulo polar,
permite construir um gra´fico de distribuic¸a˜o de intensidades que reflecte o alinhamento das
fibras no espac¸o real. Os aˆngulos de orientac¸a˜o preferencial identificados na imagem original
esta˜o relacionados com a posic¸a˜o de picos proeminentes no gra´fico de intensidade [70, 72].
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Assim, a ana´lise do alinhamento das fibras das diferentes composic¸o˜es estudadas foi
efectuado, a partir das imagens de SEM, utilizando este me´todo. Foram calculados os espec-
tros de Fourier das imagens de SEM das va´rias amostras recorrendo ao programa ImageJ,
e deles extra´ıdos o gra´fico de distribuic¸a˜o de intensidades, usando um plug-in desenvolvido
pelo GREAT tendo por base o Oval Profile Plug-in de Bill O’Connell. Adicionalmente e
usando o mesmo programa ImageJ, foram medidos os aˆngulos de orientac¸a˜o das fibras nas
matrizes obtidas com o colector a rodar a` velocidade ma´xima. Os respectivos histogramas
foram comparados com os gra´ficos de distribuic¸a˜o de intensidades, obtidos pelo me´todo da
FFT.
3.2.2 Ana´lise qu´ımica das matrizes
A avaliac¸a˜o das ligac¸o˜es qu´ımicas (grupos funcionais) existentes nas matrizes produ-
zidas para as diferentes composic¸o˜es e das ligac¸o˜es provenientes da reticulac¸a˜o das matrizes
Gt e Gt/CS, foi efectuada por Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
com modo de reflectaˆncia total atenuada (ATR-FTIR, do ingleˆs Attenuated Total Reflectance
Fourier Transform Infrared Spectroscopy). Utilizou-se um espectrofoto´metro (Thermo Scien-
tific Nicolet 6700 FT-IR) com o acesso´rio de ATR (Thermo Scientific Smart iTRTM ). Foram
obtidos tambe´m os espectros de amostras de quitosano e de PCL, para posterior comparac¸a˜o
com os das amostras compo´sitas (Gt/CS e Gt/PCL). Para tal, foram preparados previamente
filmes de quitosano, um dos quais foi reticulado, e um filme de PCL.
O termo Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier tem origem
no facto desta te´cnica recorrer a` transformada de Fourier para converter os dados para o
espectro real. Esta te´cnica baseia-se no facto de ligac¸o˜es moleculares vibrarem em frequeˆncias
diferentes. A induc¸a˜o da excitac¸a˜o das ligac¸o˜es por absorc¸a˜o da energia da luz permite obter
um espectro vibracional de determinada amostra e assim identificar grupos caracter´ısticos.
Figura 3.11: FTIR Thermo Nicolet 6700
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3.3 Cultura Celular
A cultura de ce´lulas constitui uma ferramenta essencial como abordagem pre´via a`
experimentac¸a˜o animal. A combinac¸a˜o de ce´lulas com materiais pode tambe´m ser adoptada
como estrate´gia regenerativa. Neste caso, a cultura de ce´lulas in vitro ocorrera´ no material a
implantar. Neste trabalho foram realizadas culturas celulares, visando avaliar in vitro se os
materiais usados e estruturas desenvolvidas sa˜o adequados em termos de adesa˜o, viabilidade
e desenvolvimento celular para o fim a que se destinam.
As culturas celulares foram realizadas na Faculdade de Cieˆncias da Universidade de
Lisboa (FCUL), sendo utilizadas ce´lulas N1E-115 (HPA Culture Collections-ECACC, Reino
Unido), fornecidas pela Faculdade de Cieˆncias Me´dicas da Universidade Nova de Lisboa
(FCM-UNL). As ce´lulas N1E-115 pertencem a uma linhagem celular imortalizada, isolada a
partir do clone adrene´rgico derivado do neuroblastoma C-1300, um tumor de murganho.
Embora as linhas celulares, ao contra´rio das ce´lulas prima´rias, retenham poucas ca-
racter´ısticas das ce´lulas in vivo, apresentam como vantagem a sua proliferac¸a˜o ilimitada ou
limitada a um nu´mero elevado de diviso˜es celulares (aproximadamente 30) [74]. Para ale´m
disso, as linhas celulares, por serem mais homoge´neas e mais esta´veis sa˜o, portanto, mais
reprodut´ıveis que as populac¸o˜es de ce´lulas prima´rias. Permitem assim, estabelecer com-
parac¸o˜es entre materiais mais independentes da variabilidade associada a recolhas de ce´lulas
provenientes de diferentes animais. Permitem ainda evitar o sacrif´ıcio de animais.
As ce´lulas N1E-115 constituem um modelo para estudos de ce´lulas neuronais, pois na
presenc¸a de 1.5% de dimetilsulfo´xido (DMSO) no meio, adquirem protruso˜es caracter´ısticas
de neuro´nios [75]. A Fig.3.12 ilustra a diferenc¸a na morfologia entre as ce´lulas N1E-115
indiferenciadas (em meio de crescimento) e diferenciadas (em meio de diferenciac¸a˜o).
(a) Ce´lulas indiferenciadas (b) Ce´lulas diferenciadas
Figura 3.12: Ce´lulas N1E-115 [76] (adaptado)
Consideram-se deposic¸o˜es de fibras das va´rias composic¸o˜es (Gt, Gt/CS e Gt/PCL)
obtidas por electrofiac¸a˜o no colector cil´ındrico, a` velocidade de rotac¸a˜o de 4000 rpm (fibras
essencialmente alinhadas). Para a mistura Gt/PCL foram ainda produzidas matrizes para
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velocidades de rotac¸a˜o do colector de 2000rpm (fibras semialinhadas) e 500rpm (fibras desali-
nhadas). Procedeu-se de seguida a` reticulac¸a˜o das matrizes em vapor de GTA a 50% durante
4h.
As condic¸o˜es de esterilidade nas culturas de ce´lulas sa˜o imperativas, de modo a evitar
contaminac¸o˜es [77]. Como tal, utilizaram-se materiais adquiridos ja´ esterilizados e todos os
frascos de meio e outros reagentes e materiais foram limpos com etanol a 70% e somente
abertos dentro da caˆmara de fluxo laminar horizontal. As lamelas com as matrizes foram
esterilizadas conforme o protocolo do Apeˆndice A.1.
A utilizac¸a˜o de antibio´ticos no meio de cultura e´ tambe´m relevante, pois inibe o
crescimento de microorganismos prejudiciais a`s ce´lulas. As ce´lulas sa˜o sens´ıveis a diversos
factores, tais como o pH, a temperatura e a composic¸a˜o do meio, pelo que e´ extremamente
importante manter todos estes factores controlados [77]. Para evitar choques te´rmicos, todos
os reagentes usados na manutenc¸a˜o das ce´lulas foram previamente aquecidos em banho-maria
(PolyScience) a 37oC. As ce´lulas foram mantidas numa incubadora de CO2 (Nuaire) a 37
oC,
com uma atmosfera hu´mida contendo 5% de CO2.
Apo´s descongelamento das ce´lulas N1E-115, estas foram cultivadas em meio de cresci-
mento, constitu´ıdo por 90% de DMEM+GlutaMAXTM (do ingleˆs Dulbecco’s Modified Eagle
Me´dium) (Gibco), suplementado com 10% de FBS (do ingleˆs Fetal Bovine Serum) (Gibco)
e 0,1% de antibio´tico - penincilina e estreptomicina (Gibco), em frascos de cultura T25, de
25cm2, tratados para ce´lulas aderentes.
Para induzir a diferenciac¸a˜o celular, mudou-se o meio de crescimento do T25 para
meio de diferenciac¸a˜o. Este era constitu´ıdo por 96% de DMEM+GlutaMAXTM , 2.5% de
FBS, 1.5% de DMSO (Merck) e 0.1% de antibio´tico - penicilina e estreptomicina. A reduc¸a˜o
da percentagem de soro no meio de cultura e a adic¸a˜o de DMSO faz parar o crescimento e
induz a diferenciac¸a˜o das ce´lulas N1E-115. As mudanc¸as de meio foram efectuadas de 2 em
2 dias.
As ce´lulas proliferam nos frascos de cultura, onde aderem devido a` secrec¸a˜o de prote´ınas
de adesa˜o. O crescimento celular e´ limitado pelo contacto entre ce´lulas que tendem a soltar-
se perto da conflueˆncia [77]. Devido a este facto, quando as ce´lulas atingiram um estado de
conflueˆncia pro´ximo de 70-80%, efectuou-se a sementeira nas matrizes em placas de poc¸os ou
uma passagem (subculturas). Primeiro, o meio dos frascos da cultura inicial e´ retirado e a
monocamada celular e´ lavada com soluc¸a˜o tampa˜o fosfato salino (PBS, do ingleˆs Phosphate
Buffered Saline). Este procedimento e´ essencial para remover os vest´ıgios de meio com soro,
o qual inibe a acc¸a˜o da tripsina utilizada no passo seguinte. A tripsina e´ um enzima que
quebra a ligac¸a˜o das prote´ınas de adesa˜o e, assim, permite soltar as ce´lulas do frasco. Apo´s a
lavagem, adicionou-se a tripsina-EDTA (Gibco) e agitou-se ligeiramente o frasco de cultura
de forma a descolar a monocamada de ce´lulas.
Antes e apo´s qualquer procedimento, as ce´lulas foram observadas no microsco´pio
o´ptico invertido com constraste de fase (Olympus CK2) para averiguar o seu estado.
34
CAPI´TULO 3. MATERIAIS E ME´TODOS
Figura 3.13: Microsco´pio o´ptico invertido Olympus CK2
3.3.1 Avaliac¸a˜o da viabilidade celular
Para a realizac¸a˜o dos testes de viabilidade celular utilizou-se o reagente PrestoBlue R©.
Trata-se de uma soluc¸a˜o a` base de resazurina, que permite quantificar a viabilidade das ce´lulas
relativamente a` de um controlo. A indicac¸a˜o relativa da actividade metabo´lica baseia-se na
capacidade das ce´lulas vivas reduzirem a resazurina, um composto azul que na˜o apresenta
fluoresceˆncia intr´ınseca, a resorufina, vermelha e altamente fluorescente. Assim, as alterac¸o˜es
da cor e fluoresceˆncia associadas a este processo, podem ser detectadas atrave´s de medidas
de fluoresceˆncia ou de absorvaˆncia, sendo os valores obtidos proporcionais ao nu´mero de
ce´lulas via´veis presentes no meio [78, 79]. Neste trabalho foram efectuadas medic¸o˜es de
absorvaˆncia. Para tal, recorreu-se a um leitor de absorvaˆncia (Tecan Spectra Rainbow) de
placas de 96 poc¸os, tendo em conta as caracter´ısticas dos espectros apresentados na Fig.3.14.
O comprimento de onda da leitura de absorvaˆncia foi de 750nm e de refereˆncia de 600nm.
Figura 3.14: Espectro de absorvaˆncia da resazurina e resorufina [79] (adaptado)
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3.3.2 Observac¸a˜o dos nu´cleos e do citoesqueleto
A observac¸a˜o dos nu´cleos e do citoesqueleto das ce´lulas foi efectuada por microscopia
de fluoresceˆncia, utilizando um microsco´pio de fluoresceˆncia (MF) (Olympus BX60). Os
procedimentos pre´vios a` observac¸a˜o incluem a fixac¸a˜o das ce´lulas e a marcac¸a˜o fluorescente.
Para marcac¸a˜o dos nu´cleos foi utilizado o marcador espec´ıfico DAPI (4’,6-diamidino-
2-fenilindol) (Sigma-Aldrich) que se liga fortemente a` mole´cula de DNA. Esta mole´cula atra-
vessa a membrana celular sem a danificar, e e´ usada para visualizar os nu´cleos em ce´lulas
mortas ou vivas. Em microscopia de fluoresceˆncia, a mole´cula de DAPI e´ excitada com
radiac¸a˜o ultravioleta e emite radiac¸a˜o na zona do azul.
O citoesqueleto das ce´lulas foi marcado com faloidina Alexa Fluor R©568, uma mico-
toxina que e´ frequentemente utilizada para observar os filamentos de actina em microscopia
de fluoresceˆncia. A faloidina liga-se fortemente aos filamentos de actina e assim, evita a dis-
sociac¸a˜o em mole´culas individuais de actina (despolimerizac¸a˜o) [14]. Quando acoplada a um
fluoro´foro, este emite fluoresceˆncia e, desta forma, permite a identificac¸a˜o dos microfilamentos
de actina-F.
O protocolo seguido para fixac¸a˜o e marcac¸a˜o celular encontra-se pormenorizado no
Apeˆndice A.4.
Figura 3.15: Microsco´pio de fluoresceˆncia Olympus BX60
3.4 Produc¸a˜o de filmes porosos
Tendo em vista a obtenc¸a˜o de um suporte para as fibras, procedeu-se a` produc¸a˜o de
filmes finos e porosos de PCL. A partir da estrutura polime´rica constitu´ıda pelo filme e pelas
fibras, sera´ poss´ıvel produzir tubos adequados a` regenerac¸a˜o neuronal guiada. Como referido,
a porosidade do suporte e´ um factor essencial.
Tsuji et al. produziram filmes a partir de soluc¸o˜es de PCL e PEO em diclorometano,
nas quais ocorre separac¸a˜o de fases entre os dois pol´ımeros. Verificaram que a evaporac¸a˜o
muito lenta do solvente origina a formac¸a˜o no filme de domı´nios consideravelmente grandes
de uma fase rica em PEO. A lavagem do PEO com a´gua destilada da´ origem a filmes porosos
cujas caracter´ısticas dependem da fracc¸a˜o PCL/PEO utilizada bem como da massa molecular
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do PEO. A concentrac¸a˜o total de pol´ımero utilizada na soluc¸a˜o foi sempre muito baixa (1g/dl)
[80].
Como tal, a primeira abordagem seguida para a produc¸a˜o de filmes finos e porosos
de PCL foi semelhante a` acima descrita. Utilizaram-se soluc¸o˜es de PCL/PEO, PCL/PEG
(Polietilenoglicol) ou PCL/PVP (Poli(vinilpirrolidona) dissolvidos em diclorometano. Os
materiais utilizados sa˜o apresentados na tabela 3.2. A escolha dos pol´ımeros para ale´m do
PCL foi baseada na sua disponibilidade e dissoluc¸a˜o em a´gua. O PEG e o PEO permitiriam
observar consequeˆncias da variac¸a˜o da massa molecular.
Prepararam-se soluc¸o˜es com diferentes concentrac¸o˜es e proporc¸o˜es de pol´ımeros. Pri-
meiro, foram sempre preparadas as soluc¸o˜es dos pol´ımeros individualmente, em diclorometano
e, apo´s total dissoluc¸a˜o sob agitac¸a˜o magne´tica, foram misturadas por forma a obter-se a con-
centrac¸a˜o pretendida. Algumas destas misturas foram dissolvidas sob agitac¸a˜o magne´tica e
outras, recorrendo a um sonicador (Dr. Hielcher GmbH, UP50H), de poteˆncia ma´xima de
50W, com um sono´trodo Micro tip MS2 [81]. Apo´s total dissoluc¸a˜o, foram depositadas so-
bre laˆminas, as quais foram mantidas dentro de uma caixa fechada durante 1 semana para
permitir uma lenta evaporac¸a˜o do solvente. Os filmes assim obtidos, apo´s observac¸a˜o ao
microsco´pio o´ptico, foram colocados em a´gua destilada, numa caixa com diviso´rias, durante
24h, por forma a lavar os pol´ımeros incorporados no filme de PCL. Decorrido esse tempo e,
apo´s secagem ao ar, foram novamente observados ao MO. Alguns dos filmes, aparentemente
mais promissores no que diz respeito a` quantidade e tamanho de poros, foram observados no
SEM (Zeiss DSM 962).
Tabela 3.2: Materiais utilizados na preparac¸a˜o de filmes com separac¸a˜o de fases
Material Fornecedor Fo´rmula Qu´ımica Massa Molecular
[g/mol]
PCL Sigma-Aldrich (C6H10O2)n 70 000 - 90 000
PEO Sigma-Aldrich (CH2CH2O)n 100 000
PEG Merck-Schuchardt HO(C2H9O)nH 300
PVP Sigma-Aldrich (C6H9NO)n 1 300 000
Diclorometano Sigma-Aldrich CH2Cl2 84.93
Figura 3.16: Sonicador UP50H
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Outra abordagem alternativa utilizada, para a produc¸a˜o dos filmes finos e porosos de
PCL, foi a te´cnica mista de prensagem a quente e lixiviac¸a˜o de sais. A te´cnica consiste em
incorporar graˆnulos de sal (NaCl) num filme durante a fase de prensagem. Subsequente sa˜o
abertos poros no filme por lixiviac¸a˜o do sal em a´gua. A quantidade, granulometria e forma
dos cristais do sal influenciam a porosidade.
Os filmes de PCL foram obtidos atrave´s do espalhamento de uma soluc¸a˜o de PCL a
3% em diclorometano sobre vidro, recorrendo a um aplicador automa´tico de filmes (BRAIVE
Instruments), com auxilio de uma re´gua calibrada de 500µm (ver Fig.3.17). O molde de
prensagem foi coberto com uma camada de sal (100-200µm) com superf´ıcie regular e o filme
foi colocado por cima, ficando com as extremidades presas no molde. Por cima colocou-se
novamente sal e efectuou-se uma pressa˜o de aproximadamente 15bar durante cerca de 5min.
Numa abordagem alternativa, prensaram-se a quente filmes de PCL entre pedac¸os de lixa
com diferente granolometria.
Figura 3.17: Aplicador automa´tico de filmes (BRAIVE Instruments)
Figura 3.18: Prensa - prensagem do molde com filme e sal
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Apresentac¸a˜o e Discussa˜o de Resultados
4.1 Caracterizac¸a˜o das soluc¸o˜es
As soluc¸o˜es utilizadas para electrofiac¸a˜o foram as seguintes:
• Soluc¸a˜o de 40% Gt em a´gua (S-GtA)
• Soluc¸a˜o de 25%Gt+90%AA (S-GtAA)
• Soluc¸a˜o de 2%Gt+2%CS+90%AA (S-Gt/CS)
• Soluc¸a˜o de 10%Gt+10%PCL+95%AA (S-Gt/CS)
Na Fig.4.1 apresentam-se as curvas de viscosidade em func¸a˜o da taxa de corte para
as va´rias soluc¸o˜es. Enquanto que as soluc¸o˜es de Gt apresentam uma zona de patamar para
taxas de corte inferiores a 100s−1, as soluc¸o˜es de Gt/CS e Gt/PCL na˜o apresentam zona
de patamar para as taxas de corte consideradas. Na tabela 4.1 apresentam-se os valores da
viscosidade de todas as soluc¸o˜es, para uma taxa de corte de 1s−1, bem como os valores da
condutividade das mesmas, sendo que neste u´ltimo caso a incerteza apresentada corresponde
a` resoluc¸a˜o do aparelho de medida.
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Figura 4.1: Curvas de viscosidade das soluc¸o˜es
Tabela 4.1: Viscosidade (γ=1s−1) e condutividade das soluc¸o˜es (T=25oC)
Soluc¸a˜o Viscosidade (Pa.s) Condutividade (µS/cm)
S-GtA 1.471 938.0±0.1
S-GtAA 1.145 564.6±0.1
S-Gt/CS 5.238 336.1±0.1
S-Gt/PCL 2.031 126.2±0.1
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4.2 Produc¸a˜o das matrizes
4.2.1 Electrofiac¸a˜o
O trabalho iniciou-se com a realizac¸a˜o de um estudo tendo em vista a avaliac¸a˜o do
efeito de va´rios paraˆmetros no processo de electrofiac¸a˜o. Para cada soluc¸a˜o, determinou-se
um conjunto de paraˆmetros adequados para a produc¸a˜o de fibras com boas caracter´ısticas
morfolo´gicas (forma e diaˆmetros regulares).
Os paraˆmetros de electrofiac¸a˜o inclu´ıdos neste estudo foram o caudal da soluc¸a˜o, a
distaˆncia da ponta da agulha ao colector e a tensa˜o aplicada. Partiu-se de um conjunto de
paraˆmetros ja´ testados no GREAT em estudos anteriores, efectuados num colector plano, e
variou-se individualmente cada um deles, mantendo os outros fixos. Os paraˆmetros foram
depois optimizados para o colector cil´ındrico, observando-se ainda o aspecto geral da aniso-
tropia/alinhamento das fibras em func¸a˜o da velocidade de rotac¸a˜o do colector. No final da
optimizac¸a˜o estabeleceram-se os paraˆmetros que se apresentam na tabela 4.2.
Tabela 4.2: Paraˆmetros de electrofiac¸a˜o utilizados na produc¸a˜o das matrizes estudadas
Matriz Soluc¸a˜o Caudal Distaˆncia Tensa˜o
[ml/h] agulha-colector [cm] [kV ]
Gt S-GtAA 0.3 25 15
Gt/CS S-Gt/CS 0.3 25 18
Gt/PCL S-Gt/PCL 0.3 25 12
E´ de salientar que, as condic¸o˜es ambientais em que o processo se realiza teˆm tambe´m
influeˆncia no mesmo. Tentou-se corrigir variac¸o˜es de temperatura e humidade relativa atrave´s
do sistema de ar condicionado e recorrendo a um humidificador, mas com sucesso limitado.
Matrizes de Gelatina
A soluc¸a˜o S-GtA apresentou tendeˆncia para acumulac¸a˜o de gota na ponta da agulha
para todos os paraˆmetros testados no colector plano. Independentemente desta observac¸a˜o,
obtiveram-se fibras sem defeitos e de diaˆmetros regulares, como mostram as imagens de
microscopia o´ptica da Fig.4.2.
No colector cilindrico rotato´rio, o processo apresentou-se relativamente mais esta´vel
(sem grande acumulac¸a˜o de gota) para um caudal de 0.3ml/h, 20cm de distaˆncia entre a
ponta da agulha e o colector e para uma tensa˜o de 18kV. No entanto, as fibras apresentavam-
se pouco alinhadas mesmo para as velocidades mais elevadas atingidas pelo colector, como
evidencia a Fig.4.3.
Perante estes resultados, decidiu-se usar uma soluc¸a˜o de gelatina a 25% em a´cido
ace´tico a 90% (S-GtAA), que tem uma condutividade mais baixa do que a soluc¸a˜o an-
terior (ver tabela 4.1), com vista a` obtenc¸a˜o de fibras com maior grau de alinhamento.
Estabeleceram-se os valores dos paraˆmetros indicados na tabela 4.2 e variou-se a velocidade
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(a) 0.3ml/h, 25cm, 18kV (b) 0.3ml/h, 20cm, 18kV
Figura 4.2: Imagens de MO de fibras produzidas a partir de uma soluc¸a˜o de S-GtA - Paraˆmetros
iniciais e finais. Ampliac¸a˜o: 1000x
de rotac¸a˜o do colector de 250rpm a 4000rpm, aumentando sempre para o dobro do valor
anterior.
As fibras produzidas a partir desta soluc¸a˜o apresentam algum alinhamento a par-
tir de 2000rpm, conforme ilustra a Fig.4.4(c). As fibras das matrizes de gelatina produzi-
das a 4000rpm (Gt-a) podem ser consideradas essencialmente alinhadas tendo em conta a
Fig.4.4(d).
(a) 2000rpm (b) 4000rpm
Figura 4.3: Imagens de MO de fibras produzidas a partir de uma soluc¸a˜o S-GtA (0.3ml/h, 20cm,
18kV) - Efeito da variac¸a˜o da velocidade de rotac¸a˜o. Ampliac¸a˜o: 500x
Matrizes de Gelatina/Quitosano
O processo de electrofiac¸a˜o da soluc¸a˜o S-Gt/CS no colector plano, para um caudal de
0.2ml/h, distaˆncia agulha-colector de 25cm e tensa˜o de 18kV e´ esta´vel e obteˆm-se fibras sem
defeito como ilustrado na Fig.4.5(a). Verificou-se que variac¸o˜es em torno destes paraˆmetros
resultam, em geral, em deposic¸o˜es que preenchem uma a´rea considera´vel do colector e o
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(a) 500rpm (b) 1000rpm
(c) 2000rpm (d) 4000rpm
Figura 4.4: Imagens de MO de fibras produzidas a partir de uma soluc¸a˜o S-GtAA (0.3ml/h, 25cm,
15kV) - Efeito da variac¸a˜o da velocidade de rotac¸a˜o. Ampliac¸a˜o: 500x
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processo e´ esta´vel. As Figs.4.5 a 4.7 ilustram efectivamente a influeˆncia de tais variac¸o˜es na
morfologia das fibras. Observando a Fig.4.7 e´ evidente que o aumento do caudal provocou o
aumento do diaˆmetro das fibras. Em todos os casos testados observam-se fibras com diaˆmetros
regulares e sem contas.
(a) 0.2ml/h, 25cm, 18kV (b) 0.2ml/h, 25cm, 16kV
Figura 4.5: Imagens de MO de fibras produzidas a partir de uma soluc¸a˜o S-Gt/CS - Efeito da
variac¸a˜o da tensa˜o. Ampliac¸a˜o: 500x
(a) 0.2ml/h, 20cm, 18kV (b) 0.2ml/h, 30cm, 18kV
Figura 4.6: Imagens de MO de fibras produzidas a partir de uma soluc¸a˜o S-Gt/CS - Efeito da
variac¸a˜o da distaˆncia agulha-colector. Ampliac¸a˜o: 500x
No colector cil´ındrico reajustou-se o caudal para 0.3ml/h e analisou-se a influeˆncia de
diferentes velocidades (250, 500, 1000, 2000 e 4000rpm) na orientac¸a˜o das fibras recolhidas.
Verificou-se que o alinhamento das fibras na˜o era conseguido para velocidades de rotac¸a˜o
do colector inferiores a 2000rpm, inclusive. Assim, as matrizes de Gt/CS com fibras essen-
cialmente alinhadas (Gt/CS-a) foram produzidas com a velocidade regulada para 4000rpm.
Na Fig.4.8 mostram-se fibras obtidas para duas velocidades de rotac¸a˜o do colector. Note-se
que as linhas vis´ıveis horizontalmente correspondem a` topografia do papel de alumı´nio. O
alinhamento vertical das fibras e´ maior para a velocidade de rotac¸a˜o mais elevada.
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(a) 0.1ml/h, 25cm, 18kV (b) 0.3ml/h, 25cm, 18kV
Figura 4.7: Imagens de MO de fibras produzidas a partir de uma soluc¸a˜o S-Gt/CS - Efeito da
variac¸a˜o do caudal. Ampliac¸a˜o: 500x
(a) 2000rpm (b) 4000rpm
Figura 4.8: Imagens de MO de fibras produzidas a partir de uma soluc¸a˜o S-Gt/CS (0.2ml/h, 25cm,
18kV) - Efeito da variac¸a˜o da velocidade de rotac¸a˜o. Ampliac¸a˜o: 100x
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Matrizes de Gelatina/PCL
A escolha dos paraˆmetros para a electrofiac¸a˜o da soluc¸a˜o S-Gt/PCL foi dificultada pelo
facto de surgirem pequenas projecc¸o˜es nas deposic¸o˜es para os va´rios conjuntos de paraˆmetros
testados. No que se refere a` morfologia das fibras, elas apresentam-se regulares como mostra
a Fig.4.9. Desta forma, procurou-se essencialmente estabelecer um conjunto de paraˆmetros
que permitisse obter deposic¸o˜es sem projecc¸o˜es. No colector cil´ındrico esta situac¸a˜o foi mais
facilmente conseguida.
(a) 0.3ml/h, 20cm, 18kV (b) 0.2ml/h, 20cm, 18kV
(c) 0.3ml/h, 25cm, 18kV (d) 0.2ml/h, 25cm, 18kV
(e) 0.3ml/h, 20cm, 14kV (f) 0.3ml/h, 20cm, 12kV
Figura 4.9: Imagens de MO de fibras produzidas a partir de uma soluc¸a˜o S-Gt/PCL para va´rios
conjuntos de paraˆmetros do processo. Ampliac¸a˜o: 500x
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Na Fig.4.10 e´ poss´ıvel verificar o efeito da velocidade de rotac¸a˜o nas fibras de Gt/PCL.
A partir de uma soluc¸a˜o de 23% de PCL em a´cido ace´tico a 95% em a´gua, consegue-se obter
fibras alinhadas a baixas velocidades de rotac¸a˜o [82]. Neste caso, a soluc¸a˜o possui 10% de Gt
e 10% de PCL e, comparativamente a` soluc¸a˜o de 23% de PCL atra´s referida (condutividade
de 1,30µS/cm [82]), a sua condutividade e´ superior (126.2µS/cm). Como ja´ se tinha conclu´ıdo
para a soluc¸a˜o de gelatina, a condutividade afecta significativamente o alinhamento. Embora
a 2000rpm ja´ seja evidente algum alinhamento, este e´ significativamente superior a 4000rpm,
conforme se constata nas Fig.4.10(c) e 4.10(d).
(a) 500rpm (b) 1000rpm
(c) 2000rpm (d) 4000rpm
Figura 4.10: Imagens de MO de fibras produzidas a partir de uma soluc¸a˜o S-Gt/PCL (0.3ml/h,
20cm, 10kV) - Efeito da variac¸a˜o da velocidade de rotac¸a˜o. Ampliac¸a˜o: 500x
Entre todas as soluc¸o˜es consideradas neste trabalho, a soluc¸a˜o S-Gt/PCL foi aquela
que permitiu obter graus de alinhamento superiores para a velocidade ma´xima de rotac¸a˜o do
colector. Assim, produziram-se matrizes de Gt/PCL para velocidades de rotac¸a˜o do colector
cil´ındrico de 500rpm, 2000rpm e 4000rpm. Estas matrizes foram designadas por desalinhadas
(Gt/PCL-d), semialinhadas (Gt/PCL-s) e alinhadas (Gt/PCL-a) respectivamente. A sua
utilizac¸a˜o nas culturas celulares permitira´ verificar diferenc¸as no comportamento celular que
decorram do grau de orientac¸a˜o das fibras, presumivelmente na extensa˜o e orientac¸a˜o dos
prolongamentos das ce´lulas neuronais.
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Na produc¸a˜o das matrizes de Gt/PCL para cultura celular, utilizando o colector
cil´ındrico rotato´rio, para os diferentes graus de alinhamento, os paraˆmetros do processo fo-
ram reajustados (0.3ml/h, 25cm, 12kV), para que este fosse mais esta´vel durante as 2-3h
em que decorria. Note-se que a configurac¸a˜o do campo ele´ctrico depende da geometria dos
ele´ctrodos. O aumento do potencial possibilitou direccionar mais as fibras para o colector.
4.2.2 Reticulac¸a˜o e perda de massa
A avaliac¸a˜o da reticulac¸a˜o da gelatina, por acc¸a˜o da radiac¸a˜o UV e/ou por exposic¸a˜o
a vapor de GTA, foi efectuada atrave´s da perda de massa de amostras quando imersas em
a´gua. Realizaram-se alguns estudos por forma a avaliar a eventual influeˆncia da pre´-exposic¸a˜o
das amostras de gelatina a radiac¸a˜o UV, e a avaliar a dependeˆncia da perda de massa no
tempo de exposic¸a˜o e na concentrac¸a˜o de GTA. O tempo escolhido para testar o efeito da
exposic¸a˜o das matrizes a radiac¸a˜o UV antes da reticulac¸a˜o com GTA foi de 160min, o que
corresponde a uma dose de 20J/cm2, baseado no estudo de Yunoki et al [65]. Para escolher
a concentrac¸a˜o de GTA, entre 5% e 50%, e averiguar o efeito da irradiac¸a˜o UV das matrizes
antes da reticulac¸a˜o com GTA, efectuou-se um estudo para tempos de exposic¸a˜o a vapor de
GTA de 2h e 5h. Neste estudo inicial, cada grupo de 8 amostras foi colocado a` temperatura
ambiente num recipiente de vidro que continha no centro um frasco com 10ml de GTA.
Os valores de PM apresentados referem-se a` perda de massa em percentagem, deter-
minados segundo a equac¸a˜o 4.1.
%PM =
minicial −mseca
minicial
× 100 (4.1)
Os valores de perda de massa apresentados na Fig.4.11 sa˜o todos superiores a 50%,
pelo que a reticulac¸a˜o nestas condic¸o˜es na˜o e´ satisfato´ria. No entanto, a partir do mesmo
gra´fico, pode concluir-se que a perda de massa e´ inferior para a concentrac¸a˜o de 50% de
GTA relativamente a` concentrac¸a˜o de 5%. Esta observac¸a˜o pode ser explicada pelo facto
da concentrac¸a˜o de GTA, no ambiente a que esta˜o expostas as matrizes, ser muito inferior
na situac¸a˜o em que e´ utilizada a soluc¸a˜o a 5%, o que diminui a probabilidade do estabeleci-
mento de ligac¸o˜es do GTA com a gelatina. Por outro lado, a pre´-exposic¸a˜o a radiac¸a˜o UV
na˜o evidenciou aumentar o grau de reticulac¸a˜o, sendo que a perda de massa do grupo de
amostras sujeito ao pre´-tratamento UV e´ superior em cerca de 25% a` do grupo sujeito apenas
a` exposic¸a˜o a vapor de GTA nas mesmas condic¸o˜es. Desta forma, optou-se por na˜o irradiar
as amostras com UV e realizar a reticulac¸a˜o com vapor de GTA a 50%. Efectuaram-se ainda
outras alterac¸o˜es no processo, nomeadamente, passou a usar-se um exsicador com um vedante
que garante a maior estanquecidade do volume onde se encontra o vapor de GTA e fixou-se a
temperatura do processo para 40oC, com recurso a um forno (ver Fig.3.9). Assim, por forma
a determinar o tempo de reticulac¸a˜o, consideraram-se enta˜o grupos de amostras sujeitos a
diferentes tempos de exposic¸a˜o a vapor de GTA: 4, 6, 8, 10 e 12h. Os resultados de perda de
massa destas amostras esta˜o apresentados na Fig.4.12.
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Uma vez que o valor da perda de massa das amostras de gelatina, ao fim de 4h de
reticulac¸a˜o (6.4±1.6%), e´ aceita´vel, e por forma a averiguar se, para um tempo inferior a 4h,
a reticulac¸a˜o da gelatina e´ desta ordem de grandeza, avaliou-se a perda de massa para 1, 2,
3 e 4h de exposic¸a˜o a vapor de GTA. Os resultados deste estudo apresentam-se na Fig.4.13.
Figura 4.11: Perda de massa me´dia de amostras de gelatina reticuladas com irradiac¸a˜o UV e/ou
vapor de GTA (n=8)
Figura 4.12: Perda de massa me´dia de amostras de gelatina reticuladas com vapor de GTA (n=5)
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Figura 4.13: Perda de massa me´dia de amostras de gelatina reticuladas com vapor de GTA (n=7)
A ana´lise da Fig.4.13 permite confirmar que a reticulac¸a˜o das matrizes de gelatina
com vapor de GTA a 50% durante 4h nas condic¸o˜es atra´s referidas e´ eficaz. Ale´m disso, apo´s
esse tempo de reticulac¸a˜o as amostras manteˆm o aspecto original - tipicamente, as amostras
teˆm tendeˆncia a encolher durante o processo de reticulac¸a˜o com GTA. Macroscopicamente,
tempos de reticulac¸a˜o superiores a 8-10h parecem comprometer bastante a estrutura das
matrizes.
Para avaliar a ocorreˆncia da reticulac¸a˜o das fibras nos 5 tipos de matrizes foram
tambe´m obtidas imagens de SEM das matrizes reticuladas e comparadas com as imagens de
SEM das matrizes depois de produzidas. Nas Figs.4.14 a 4.18 constata-se que em todas as
matrizes a reticulac¸a˜o resultou na fusa˜o entre nanofibras. Isto e´ mais evidente nas Fig.4.14,
Fig.4.15 e Fig.4.18. Nas duas primeiras, possivelmente devido a` maior disponibilidade de
grupos amina para estabelecer ligac¸o˜es com o grupo alde´ıdo do GTA e na u´ltima, por existirem
mais pontos de contacto entre as fibras, criados pela distribuic¸a˜o mais aleato´ria das mesmas,
em relac¸a˜o a`s restantes matrizes de Gt/PCL.
(a) Po´s-produc¸a˜o (b) Po´s-reticulac¸a˜o
Figura 4.14: Avaliac¸a˜o do grau de reticulac¸a˜o das fibras de Gt-a. Ampliac¸a˜o: 2000x
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(a) Po´s-produc¸a˜o (b) Po´s-reticulac¸a˜o
Figura 4.15: Avaliac¸a˜o do grau de reticulac¸a˜o das fibras de Gt/CS-a. Ampliac¸a˜o: 2000x
(a) Po´s-produc¸a˜o (b) Po´s-reticulac¸a˜o
Figura 4.16: Avaliac¸a˜o do grau de reticulac¸a˜o das fibras de Gt/PCL-a. Ampliac¸a˜o: 2000x
(a) Po´s-produc¸a˜o (b) Po´s-reticulac¸a˜o
Figura 4.17: Avaliac¸a˜o do grau de reticulac¸a˜o das fibras de Gt/PCL-s. Ampliac¸a˜o: 2000x
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(a) Po´s-produc¸a˜o (b) Po´s-reticulac¸a˜o
Figura 4.18: Avaliac¸a˜o do grau de reticulac¸a˜o das fibras de Gt/PCL-d. Ampliac¸a˜o: 2000x
4.3 Caracterizac¸a˜o das matrizes
4.3.1 Ana´lise morfolo´gica das fibras apo´s electrofiac¸a˜o
Diaˆmetros das fibras
Na Fig.4.19 apresentam-se os histogramas relativos a` distribuic¸a˜o dos diaˆmetros das
fibras para as diferentes matrizes em estudo e as imagens de SEM correspondentes. Na tabela
4.3 constam os valores de diaˆmetro me´dio (dm) obtidos, apresentando-se como incerteza o
desvio padra˜o experimental.
Tabela 4.3: Diaˆmetros me´dios das fibras dos 5 tipos de matrizes (n=30)
Matriz dm (nm)
Gt-a 488±154
Gt/CS-a 427±108
Gt/PCL-a 425±166
Gt/PCL-s 444±136
Gt/PCL-d 467±186
Por um lado, a ana´lise das imagens de SEM permite confirmar que as matrizes obtidas
por electrofiac¸a˜o sa˜o compostas por fibras sem contas. Por outro lado, pela ana´lise dos valores
apresentados na tabela 4.3, verifica-se que a diferenc¸a entre os diaˆmetros me´dios das fibras
dos 5 tipos de matrizes e´ estatisticamente pouco significativa.
De uma forma geral, as matrizes de Gt e Gt/CS exibem fibras um pouco mais regulares
do que as matrizes de Gt/PCL.
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(a) Imagem de SEM de Gt-a (b) Histograma de Gt-a
(c) Imagem de SEM de Gt/CS-a (d) Histograma de Gt/CS-a
(e) Imagem de SEM de Gt/PCL-a (f) Histograma de Gt/PCL-a
(g) Imagem de SEM de Gt/PCL-s (h) Histograma de Gt/PCL-s
(i) Imagem de SEM de Gt/PCL-d (j) Histograma de Gt/PCL-d
Figura 4.19: Distribuic¸o˜es dos diaˆmetros das fibras (n=30) e respectivas imagens de SEM das
matrizes. Ampliac¸a˜o: 5000x
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Alinhamento das fibras
O estudo do grau de alinhamento das fibras dos va´rios tipos de matrizes em estudo (Gt,
Gt/CS, Gt/PCLa, Gt/PCLs e Gt/PCLd) foi baseado na ana´lise do gra´fico de alinhamento
obtido a partir do espectro de Fourier, das imagens de SEM, conforme apresentado no cap´ıtulo
3. Foi ainda analisada a distribuic¸a˜o angular das fibras nas matrizes das va´rias composic¸o˜es
recolhidas a` velocidade de rotac¸a˜o de 4000rpm. Todos estes elementos sa˜o apresentados nas
Figs.4.20 a 4.24.
Conforme se pode observar nos gra´ficos de alinhamento das 3 matrizes obtidas com
velocidade de rotac¸a˜o do colector cil´ındrico de 4000rpm (fibras essencialmente alinhadas),
surge sempre um pico definido para um determinado aˆngulo. A esta velocidade existe, pois,
um aˆngulo de alinhamento preferencial.
Contrariamente, nos gra´ficos de alinhamento relativos a`s fibras de Gt/PCL obtidas a
velocidades de rotac¸a˜o do colector cil´ındrico de 500rpm (desalinhadas) e 2000rpm (semiali-
nhadas), na˜o e´ poss´ıvel identificar um aˆngulo de alinhamento preferencial.
Confrontando as Figs.4.23 e 4.24, verifica-se que a diferenc¸a entre o grau de alinha-
mento das fibras de Gt/PCL desalinhadas e semialinhadas e´ noto´ria. O gra´fico de alinhamento
das fibras de Gt/PCL desalinhadas apresenta intensidades, em torno de um mesmo valor para
todos os aˆngulos, o que tambe´m e´ evidenciado no espectro de Fourier. O gra´fico de alinha-
mento das fibras de Gt/PCL semialinhadas apresenta uma distribuic¸a˜o de intensidades que,
embora seja larga, exibe uma regia˜o de ma´ximo.
(a) Imagem de SEM (2000x) (b) Espectro de Fourier
(c) Histograma de alinhamento (n=50) (d) Gra´fico de alinhamento
Figura 4.20: Avaliac¸a˜o do grau de alinhamento das fibras de Gt-a
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(a) Imagem de SEM (2000x) (b) Espectro de Fourier
(c) Histograma de alinhamento (n=50) (d) Gra´fico de alinhamento
Figura 4.21: Avaliac¸a˜o do grau de alinhamento das fibras de Gt/CS-a
(a) Imagem de SEM (2000x) (b) Espectro de Fourier
(c) Histograma de alinhamento (n=50) (d) Gra´fico de alinhamento
Figura 4.22: Avaliac¸a˜o do grau de alinhamento das fibras de Gt/PCL-a
55
CAPI´TULO 4. APRESENTAC¸A˜O E DISCUSSA˜O DE RESULTADOS
(a) Imagem de SEM (2000x) (b) Espectro de Fourier
(c) Gra´fico de alinhamento
Figura 4.23: Avaliac¸a˜o do grau de alinhamento das fibras de Gt/PCL-s
(a) Imagem de SEM (2000x) (b) Espectro de Fourier
(c) Gra´fico de alinhamento
Figura 4.24: Avaliac¸a˜o do grau de alinhamento das fibras de Gt/PCL-d
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4.3.2 Ana´lise morfolo´gica das matrizes reticuladas apo´s lavagem
Na cultura celular sa˜o utilizados diversos meios aquosos, os quais teˆm influeˆncia na
estrutura das matrizes. Deste modo, as matrizes foram caracterizadas morfologicamente apo´s
lavagem com a´gua destilada.
(a) Imagem de SEM (2000x) (b) Espectro de Fourier (c) Gra´fico de alinhamento
Figura 4.25: Ana´lise do grau de alinhamento das fibras de Gt-a po´s-lavagem
(a) Imagem de SEM (2000x) (b) Espectro de Fourier (c) Gra´fico de alinhamento
Figura 4.26: Ana´lise do grau de alinhamento das fibras de Gt/CS-a po´s-lavagem
(a) Imagem de SEM (2000x) (b) Espectro de Fourier (c) Gra´fico de alinhamento
Figura 4.27: Ana´lise do grau de alinhamento das fibras de Gt/PCL-a po´s-lavagem
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(a) Gt/PCl-s (b) Gt/PCl-d
Figura 4.28: Imagens de SEM de matrizes de Gt/PCL-s e Gt/PCL-d po´s-lavagem. Ampliac¸a˜o:
2000x
As imagens de SEM dos 5 tipos de matrizes evidenciam fusa˜o entre fibras, resultante
de alguma dissoluc¸a˜o do pol´ımero, mais vis´ıvel nas Figs.4.25 e 4.28. Apesar desta fusa˜o, a
topografia das matrizes lavadas continua a exibir relevo com direcc¸o˜es preferenciais, como
mostram os espectros de Fourier e os gra´ficos de alinhamento destas matrizes (ver Figs.4.25
a 4.27).
4.3.3 Ana´lise qu´ımica por FTIR
A ana´lise de FTIR teve como objectivos identificar nas matrizes os grupos funcio-
nais caracter´ısticos dos pol´ımeros utilizados, e determinar alterac¸o˜es qu´ımicas decorrentes
da formac¸a˜o de ligac¸o˜es, em particular as correspondentes a reticulac¸a˜o (entre a gelatina ou
o quitosano, e o GTA). Nas tabelas 4.4 a 4.6 encontram-se listados os modos de vibrac¸a˜o
identificados na literatura para a gelatina, o quitosano e o PCL, respectivamente.
Tabela 4.4: Modos de vibrac¸a˜o FTIR identificados para a gelatina
Nu´mero de onda (cm−1) Grupo Funcional Refereˆncia
3300 Estiramento N-H (amida A) [63] [68]
3032 Estiramento C-H [83]
1636-1660 Estiramento C=O (amida I) [60] [63] [84] [68]
1540-1544
Deformac¸a˜o angular N-H e [60] [63]
estiramento C-N (amida II)
1240-1245 Deformac¸a˜o angular N-H (amida III) [63] [84] [68]
629
Amida V, torc¸a˜o C-N [36]
e flexa˜o N-H
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Tabela 4.5: Modos de vibrac¸a˜o FTIR identificados para o quitosano
Nu´mero de onda (cm−1) Grupo Funcional Refereˆncia
3100-3500 Estiramento N-H e OH...O [85]
2800-2900 Estiramento CH2 [86]
1654 Amida I [87]
1598 Amida II (amina prima´ria - NH2) [86]
1425 Flexa˜o do grupo CH2 [87]
1380 Flexa˜o C-H e deformac¸a˜o C-CH3 [87]
1155-1032 Estrutura do polissaca´rido [87]
Tabela 4.6: Modos de vibrac¸a˜o FTIR identificados para o PCL
Comprimento onda (cm−1) Grupo Funcional Refereˆncia
2949 Estiramento assime´trico CH2 [60] [88]
2865 Estiramento sime´trico CH2 [60] [88]
1727 Estiramento C=O [60] [88]
1293 Estiramento C-O e C-C (fase cristalina) [60] [88]
1240 Estiramento assime´trico C-O-C [60] [88]
1157 Estiramento C-O e C-C (fase amorfa) [88]
Nas Figs.4.29 a 4.33 apresentam-se, em modo de absorvaˆncia, os espectros de FTIR
obtidos. Com as Figs.4.29 a 4.31 pretende-se ilustrar as diferenc¸as entre os espectros das
amostras apo´s a produc¸a˜o e apo´s reticulac¸a˜o. Com a Fig.4.33 pretende-se inferir acerca das
poss´ıveis interacc¸o˜es moleculares entre os pol´ımeros.
Nos espectros de FTIR das matrizes de gelatina (ver Fig.4.29) tanto na condic¸a˜o
de po´s-produc¸a˜o (Gt) como na de po´s-reticulac¸a˜o (Gt-Ret), e´ poss´ıvel identificar os grupos
funcionais. No espectro da matriz de Gt reticulada identifica-se ainda um pico de maior
intensidade relativa, a 1448cm−1, caracter´ıstico da absorc¸a˜o do grupo aldimina (CH=N),
resultante das ligac¸o˜es estabelecidas durante o processo de reticulac¸a˜o [68].
Os espectros de FTIR de filmes de quitosano po´s-produc¸a˜o (CS) e po´s-reticulac¸a˜o
(CS-Ret) permitem identificar os grupos caracter´ısticos deste pol´ımero. Pore´m, a ana´lise dos
espectros na˜o permite concluir acerca da ocorreˆncia da reticulac¸a˜o.
No espectro de FTIR das matrizes de Gt/CS identificam-se as bandas correspondentes
aos dois pol´ımeros. No espectro da matriz reticulada (Gt/CS-Ret) a intensidade relativa dos
picos relativos a`s amidas I e II, bem como a intensidade do pico amida II relativamente ao
pico amida I reduz-se, o que pode indiciar a formac¸a˜o de ligac¸o˜es entre o CS e a Gt mediadas
pelo GTA para ale´m da reticulac¸a˜o entre cadeias do mesmo pol´ımero.
No espectro do filme de PCL (ver Fig.4.32) destacam-se os picos do estiramento do
grupo carbonilo (C=O), a 1721cm−1, e do estiramento assime´trico da ligac¸a˜o glicos´ıdica (C-
O-C), a 1238cm−1. Tambe´m esta˜o presentes os picos a 2944cm−1 e 2865cm−1, caracter´ısticos
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das vibrac¸o˜es assime´tricas (as) e sime´tricas (s) do estiramento do grupo metileno (CH2),
respectivamente, e os picos caracter´ısticos da fase cristalina e da fase amorfa do PCL, a
1293cm−1 e a 1160cm−1, respectivamente.
Por sua vez, no espectro da matriz de Gt/PCL (ver Fig.4.33) sa˜o distingu´ıveis os picos
de ambos os pol´ımeros. A partir do espectro na˜o e´ poss´ıvel concluir acerca de interacc¸o˜es
intermoleculares entre os dois pol´ımeros, o que sugere a manutenc¸a˜o das respectivas identi-
dades funcionais dos mesmos na matriz.
Figura 4.29: Espectros de FTIR de amostras de Gt po´s-produc¸a˜o e po´s-reticulac¸a˜o
Figura 4.30: Espectros de FTIR de amostras de CS po´s-produc¸a˜o e po´s-reticulac¸a˜o
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Figura 4.31: Espectros de FTIR de amostras de Gt/CS po´s-produc¸a˜o e po´s-reticulac¸a˜o
Figura 4.32: Espectro de FTIR de uma amostra de PCL po´s-produc¸a˜o
Figura 4.33: Espectros de FTIR de amostras de Gt/PCL po´s-produc¸a˜o
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4.4 Cultura celular
As culturas celulares comec¸aram por seguir os procedimentos ba´sicos de cultura celular
numa placa de poc¸os, mas incluindo matrizes depositadas nas lamelas no fundo dos mesmos.
Utilizaram-se 3 re´plicas de cada tipo de matriz em estudo e 3 lamelas onde seriam semeadas
ce´lulas para controlo e posterior observac¸a˜o no microsco´pio de fluoresceˆncia. Procedeu-se a`
esterilizac¸a˜o das matrizes (ver Apeˆndice A.1). Seguidamente, procedeu-se a` contagem das
ce´lulas N1E-115 (ver Apeˆndice A.2), semeadas na FCM num frasco T25 (com fundo tratado
para ce´lulas aderentes), e que se encontravam a cerca de 80% de conflueˆncia. Numa placa de
48 poc¸os semearam-se aproximadamente 30000 ce´lulas por poc¸o, nas matrizes e nos controlos,
colocando 500µl de meio de crescimento.
Os controlos foram observados diariamente no microsco´pio o´ptico invertido com con-
traste de fase (as matrizes na˜o possibilitam observac¸a˜o da morfologia celular). Ao fim de
4 dias, o meio foi mudado para meio de diferenciac¸a˜o, pois o crescimento das ce´lulas antes
dessa altura era insuficiente. As ce´lulas N1E-115 sa˜o consideradas semiaderentes, o que po-
dera´ justificar a fraca adesa˜o celular das ce´lulas semeadas e esta observac¸a˜o. O aspecto geral
da morfologia das ce´lulas do controlo era heteroge´neo, visualizando-se algumas delas ja´ com
prolongamentos. Os poc¸os de controlo tambe´m exibiam diferenc¸as entre si.
Apo´s 4 dias em meio, realizou-se a fixac¸a˜o e marcac¸a˜o dos nu´cleos das ce´lulas, seguindo
um protocolo t´ıpico (ver Apeˆndice A.4). E´ de referir que, em diversos momentos, durante os
procedimentos referentes a` sementeira, a` mudanc¸a de meio e a` marcac¸a˜o nuclear, as matrizes
se soltaram das lamelas e algumas enrolaram-se sobre si mesmas. Desta forma, apenas foi
poss´ıvel fixar e marcar as ce´lulas cultivadas em algumas matrizes. Na Fig.4.34 apresentam-se
imagens do microsco´pio de fluoresceˆncia representativas do conjunto de amostras observado.
Verifica-se que, na totalidade das observac¸o˜es, existem poucos nu´cleos que se apresentam
redondos.
Perante as observac¸o˜es durante esta primeira experieˆncia, decidiu-se alterar a condic¸a˜o
do controlo da experieˆncia e avaliar a viabilidade celular com PrestoBlue R© antes da fixac¸a˜o
e marcac¸a˜o celular. Por forma a observar-se a marcac¸a˜o do citoesqueleto com faloidina
vermelha procedeu-se a` reduc¸a˜o da autofluoresceˆncia no vermelho associada a` reticulac¸a˜o
com GTA2, usando uma soluc¸a˜o de boro-hidreto de so´dio (NaBH4) a 0.1% em PBS. Desta
forma, utilizaram-se dois tipos de controlos (positivos). Num deles as ce´lulas foram semeadas
sobre lamelas, tratadas com uma soluc¸a˜o de gelatina a 0.1% em a´gua (controlo-1), prevendo-
se assim melhor adereˆncia das ce´lulas ao substrato. No outro controlo semearam-se as ce´lulas
directamente nos poc¸os com fundo tratado para ce´lulas aderentes (controlo-2). Este u´ltimo
constitui situac¸a˜o habitual de sementeira recomendada para as ce´lulas N1E-115. Numa placa
de 48 poc¸os colocaram-se 4 re´plicas de cada tipo de matriz e de cada controlo e seguiu-se o
protocolo de esterilizac¸a˜o das matrizes (ver Apeˆndice A.1). Relativamente ao controlo-1, que
2Esta fluoresceˆncia deve-se a` formac¸a˜o de bases de Schiff resultantes da reacc¸a˜o do grupo alde´ıdo com o
grupo amina durante a reticulac¸a˜o com GTA.
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corresponde a lamelas cobertas com gelatina, foi seguido o protocolo de esterilizac¸a˜o e, apo´s
o passo 3, foram pipetados 300µl de gelatina. Seguiu-se o passo 4, deixando-se em simultaˆneo
a gelatina nas lamelas durante 45min e retirou-se, de seguida, o excesso. Quanto a` densidade
celular e quantidade de meio de crescimento em cada poc¸o procedeu-se a` semelhanc¸a da
experieˆncia anterior.
(a) Controlo (b) Gt/CS-a
Figura 4.34: Imagens de MF de marcac¸a˜o com DAPI de ce´lulas N1E-115 ao 4o dia em meio de
diferenciac¸a˜o
A alterac¸a˜o do meio (de crescimento) para meio de diferenciac¸a˜o foi efectuada ao fim
de 3 dias e ao 4o dia de diferenciac¸a˜o foi realizado o teste de viabilidade com o reagente
PrestoBlue R© (ver Apeˆndice A.3). O reagente foi adicionado a 3 re´plicas de cada situac¸a˜o e
em meio de diferenciac¸a˜o, pipetado para 4 poc¸os, 2 dias antes, aquando da mudanc¸a de meio,
por forma a serem asseguradas condic¸o˜es semelhantes para todas as leituras de absorvaˆncia
necessa´rias. Aos valores de absorvaˆncia lidos foi subtra´ıdo o valor de absorvaˆncia do meio,
por forma a fazer uma determinac¸a˜o da viabilidade celular relativa. Na Fig.4.35 apresentam-
se os resultados deste teste. Estes correspondem apenas a` me´dia dos valores de absorvaˆncia
do meio com ce´lulas dos poc¸os em que as matrizes se mantiveram nas lamelas. Em geral,
estes resultados revelam que a viabilidade das ce´lulas cultivadas nas matrizes e´ superior
relativamente a ambos os controlos.
No 5o dia de diferenciac¸a˜o, seguiu-se o protocolo de fixac¸a˜o e marcac¸a˜o (ver Apeˆndice
A.4) com a adic¸a˜o de 500µl de boro-hidreto de so´dio a cada poc¸o com matriz, antes do u´ltimo
passo (marcac¸a˜o com DAPI). Apo´s aproximadamente 5min, efectuaram-se 3 lavagens com
PBS. A reacc¸a˜o provocou o aparecimento de algumas bolhas.
Na observac¸a˜o das marcac¸o˜es nucleares das ce´lulas, apenas o controlo-1 do poc¸o D6
(na˜o sujeito ao teste com PrestoBlue R©) apresentou uma densidade de nu´cleos considera´vel
(ver Fig. 4.36(a)). As restantes amostras, quer das ce´lulas controlo quer das ce´lulas cultivadas
nas matrizes apresentam poucos nu´cleos, conforme ilustram as Figs.4.36(b) e 4.36(c).
A poss´ıvel existeˆncia de grupos alde´ıdos do GTA na˜o reagidos durante o processo
de reticulac¸a˜o das matrizes, poderia explicar alguma toxicidade das matrizes. Contudo, os
resultados do PrestoBlue R© correspondentes ao 4o dia de cultura na˜o indiciam toxicidade das
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Figura 4.35: Absorvaˆncia - Teste de viabilidade celular com o reagente PrestoBlue R©
(a) Controlo-1 D6 (b) Controlo-1
(c) Gt/PCL-s
Figura 4.36: Imagens de MF de marcac¸a˜o com DAPI de ce´lulas N1E-115 ao 5o dia em meio de
diferenciac¸a˜o
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matrizes. No entanto, estes valores tambe´m devem ser analisados com alguma precauc¸a˜o
ja´ que, devido a algumas matrizes se soltarem das lamelas, os resultados dos poc¸os com as
matrizes correspondem parcialmente a ce´lulas que aderiram ao fundo do poc¸o e estiveram
assim apenas em contacto indirecto com as matrizes. Tambe´m se levanta a hipo´tese de algo
ter ocorrido entre o 4o e o 5o dia de cultura ou algum dos reagentes utilizados, nomeadamente,
o PrestoBlue R© ou o boro-hidreto de so´dio potenciar algum efeito negativo nas ce´lulas.
Claramente o facto das matrizes se soltarem das lamelas constitui um entrave ao
estudo em questa˜o. Por isso, contornou-se este problema colocando anilhas de teflon sobre
as matrizes (ver Fig.4.37). O teflon apresenta uma muito baixa reactividade e espera-se,
por isso, que na˜o seja to´xico. Esta abordagem implica que va´rios passos do estudo sejam
ajustados. Em primeiro lugar, as anilhas na˜o encaixam nos poc¸os de uma placa de 48 poc¸os,
pelo que se usou uma placa de 24 poc¸os. Assim, a quantidade de meio a pipetar em cada poc¸o
teve de ser ajustada. Entre a matriz e a anilha ha´ alguma difusa˜o de meio e portanto, por
forma a assegurar que a quantidade de meio era suficiente para as ce´lulas, pipetou-se meio
no interior e exterior das anilhas. Usou-se 750µl de meio nos poc¸os e 500µl nas lavagens.
Figura 4.37: Placa de 24 poc¸os da cultura celular com anilhas de teflon
Com a inserc¸a˜o da anilha, a a´rea de sementeira nas matrizes (a efectuar apenas dentro
da anilha) fica reduzida em cerca de 2 vezes, o que naturalmente implica que o nu´mero de
ce´lulas a semear seja reduzido a cerca de metade, em relac¸a˜o a`s duas experieˆncias anteriores
para se ter a mesma densidade celular. No entanto nesta experieˆncia acabou por ser semeada
uma densidade celular consideravelmente inferior a` das experieˆncias anteriores. A ordem dos
passos do protocolo de esterilizac¸a˜o foi alterada, por forma a haver esterilizac¸a˜o de toda a
superf´ıcie das matrizes previamente a` colocac¸a˜o das anilhas. Por outro lado, visando assegurar
a na˜o toxicidade devida a grupos alde´ıdos do GTA que eventualmente na˜o tivessem reagido
durante o processo de reticulac¸a˜o das matrizes, substituiu-se a segunda lavagem com PBS do
protocolo de esterilizac¸a˜o pela imersa˜o em meio (de crescimento) durante cerca de 5min. Este
passo surge da hipo´tese de alguns constituintes do meio estabelecerem porventura ligac¸o˜es
com os grupos alde´ıdo do GTA livres.
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Nesta experieˆncia apenas se estabeleceu como controlo ce´lulas semeadas nas lamelas
cobertas com gelatina a 0.1%. A alterac¸a˜o do meio de crescimento para meio de diferenciac¸a˜o
foi realizada 2 dias depois da sementeira, pois as ce´lulas aderiram e cresceram bem (nos poc¸os
controlo). No microsco´pio o´ptico invertido com contraste de fase, observou-se, nos controlos,
a diferenciac¸a˜o celular, relativamente sincronizada, acompanhando-se assim o crescimento
dos prolongamentos ao longo do tempo. A Fig.4.38, fotografia representativa das observac¸o˜es
no microsco´pio o´ptico, evidencia a morfologia das ce´lulas N1E-115 em diferenciac¸a˜o.
Figura 4.38: Ce´lulas N1E-115 ao 4o dia em meio de diferenciac¸a˜o (controlo do poc¸o C6)
Foram efectuados os procedimentos para a realizac¸a˜o do teste de viabilidade celular
com o reagente PrestoBlue R© (ver Apeˆndice A.3). A mistura do reagente no meio na˜o foi
homoge´nea, devido a ocorrer difusa˜o do interior para o exterior da anilha e portanto os re-
sultados na˜o sa˜o cred´ıveis. Os poc¸os da fila D da placa de 24 poc¸os na˜o foram sujeitos a este
teste. De seguida procedeu-se a` fixac¸a˜o e dupla marcac¸a˜o com DAPI e faloidina. Apo´s o
tratamento das matrizes com o boro-hidreto de so´dio para reduc¸a˜o do n´ıvel de fluoresceˆncia
devida a` reticulac¸a˜o com GTA, efectuou-se a marcac¸a˜o nuclear com DAPI nos poc¸os da fila D
(30µl para cada amostra). As ce´lulas foram depois marcadas com faloidina-A568 em PBS, na
proporc¸a˜o de 1:100, durante 1h a` temperatura ambiente. As amostras foram colocadas sobre
gotas de 30µl de faloidina, por cima de Parafilme, o qual foi colocado por cima de papel absor-
vente previamente humedecido, dentro de uma caixa. Durante todos os procedimentos foram
mantidas as anilhas, que so´ foram retiradas no u´ltimo passo, para observac¸a˜o ao microsco´pio
de fluoresceˆncia. Observarm-se algumas ce´lulas via´veis, mas poucas ce´lulas com organizac¸a˜o
do citoesqueleto com prolongamentos t´ıpicos, conforme ilustra a Fig.4.39. Na Fig.4.39(a)
observa-se com nitidez uma ce´lula diferenciada de um poc¸o de controlo. Mantiveram-se mais
6 amostras, que tinham sido sujeitas ao reagente PrestoBlue R©, em faloidina a 4oC, over-
night, e as observac¸o˜es de fluoresceˆncia foram semelhantes a`s anteriores. Enquanto que se
observaram va´rias ce´lulas com prolongamentos extensos nos controlos no microsco´pio o´ptico
com contraste de fase (ver Fig.4.38), nas observac¸o˜es de fluoresceˆncia das marcac¸o˜es duplas,
observaram-se poucas ce´lulas e praticamente sem protruso˜es (ver Fig.4.39). Assim, na˜o se
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verificou haver uma correspondeˆncia entre estas observac¸o˜es. Quando foi adicionado o boro-
hidreto de so´dio as matrizes ficaram com muitas bolhas e soltaram-se. Por outro lado, a
reduc¸a˜o do GTA na˜o foi totalmente eficaz no que diz respeito a` fluoresceˆncia observada nas
matrizes.
Nas va´rias experieˆncias realizadas, desenhou-se um protocolo geral de cultura das
ce´lulas N1E-115 nas matrizes, mas este ainda precisa de ser melhorado.
(a) Controlo (b) Controlo
(c) Gt/CS-a (d) Gt/PCL-s
(e) Gt/PCL-d
Figura 4.39: Imagens de MF de marcac¸a˜o com DAPI e faloidina de ce´lulas N1E-115 ao 5o dia em
meio de diferenciac¸a˜o
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4.5 Produc¸a˜o e caracterizac¸a˜o de filmes porosos
A partir das soluc¸o˜es polime´ricas de PCL e PEO, PEG ou PVP, na proporc¸a˜o de 7:3
e numa concentrac¸a˜o polime´rica total de 1g/dl em diclorometano, foram obtidos filmes finos
de PCL. Macroscopicamente, a generalidade dos filmes obtidos apresentam espessura na˜o
uniforme e bastante reduzida, na ordem das dezenas de µm. Microscopicamente, observaram-
se zonas distintas no que diz respeito a` distribuic¸a˜o de poros e a` espessura do filme, conforme
se observa na Fig.4.40. Na zona densa sa˜o vis´ıveis as consequeˆncia da formac¸a˜o de domı´nios
do PVP, o que na˜o se observa na zona fina. Nas imagens de MO identificaram-se va´rias
estruturas circulares distribu´ıdas, mas nem todas aparentavam ser poros totalmente abertos.
(a) PCL/PVP 7:3 - zona densa (b) PCL/PVP 7:3 - zona fina
Figura 4.40: Imagens de MO de filmes produzidos a partir de soluc¸o˜es de PCL/PVP com agitac¸a˜o
magne´tica. Ampliac¸a˜o: 100x
Estudaram-se outras proporc¸o˜es polime´ricas e a concentrac¸a˜o polime´rica total foi re-
duzida para 0.4g/dl, visando obter poros abertos a partir de filmes mais finos. Com o intuito
de garantir a homogeneidade das soluc¸o˜es e consequentemente uma separac¸a˜o de fases mais
uniforme, recorreu-se a` agitac¸a˜o ultrasso´nica de algumas soluc¸o˜es apo´s agitac¸a˜o magne´tica,
conforme consta na tabela 4.7. Prepararam-se soluc¸o˜es de PCL em diclorometano e soluc¸o˜es
dos outros pol´ımeros em diclorometano, conforme as proporc¸o˜es dos pol´ımeros nas soluc¸o˜es
finais e todas elas foram colocadas em agitac¸a˜o magne´tica. Apo´s total dissoluc¸a˜o, misturaram-
se as soluc¸o˜es para obter a concentrac¸a˜o pretendida usando o tipo de agitac¸a˜o destinado.
Tabela 4.7: Condic¸o˜es da preparac¸a˜o das soluc¸o˜es de PCL/PEO, PCL/PEG e PCL/PVP
Proporc¸a˜o de PCL/pol´ımero Tipo de agitac¸a˜o da soluc¸a˜o polime´rica
5:3 Magne´tica
5:5 Magne´tica
7:3 Magne´tica ou Ultrasso´nica
3:7 Magne´tica ou Ultrasso´nica
9:1 Magne´tica ou Ultrasso´nica
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As imagens de SEM dos filmes seleccionados, com base nas observac¸o˜es ao MO, tendo
em conta a existeˆncia de poros aparentemente abertos, apresentam-se nas Figs.4.41 a 4.44.
Pela observac¸a˜o das Fig.4.41 e 4.42, verifica-se que nos filmes de PCL/PEO de ambas as
proporc¸o˜es dos pol´ımeros e com diferentes tipos de agitac¸a˜o das misturas, os poros apresentam
tamanhos distintos entre si e uma distribuic¸a˜o pouco uniforme dos mesmos. Ale´m disso,
identificam-se poucos poros abertos (estruturas mais escuras).
As Figs.4.44(a) e 4.44(d) demonstram a influeˆncia das proporc¸o˜es de pol´ımeros utli-
zadas nas soluc¸o˜es no filme obtido. Enquanto que a partir da soluc¸a˜o de PCL/PEG em que a
quantidade de PCL e´ bastante superior a` de PEG (9:1) se obte´m, po´s-lavagem do PEG, um
filme com um padra˜o de estruturas de forma alongada e disperso, a partir da soluc¸a˜o de 3:7,
obte´m-se um filme com distribuic¸a˜o de poros de forma circular mais uniforme. No entanto,
a Fig.4.44 revela que existem mais estruturas abertas nos filmes de PCL/PEG de 9:1 do que
nos de 3:7. Pela observac¸a˜o da Fig.4.43, verifica-se que o filme de PCL/PVP de 9:1 possui
uma estrutura na˜o homoge´nea de poros no que diz respeito quer a` forma quer ao tamanho.
(a) PCL/PEO 5:3 Ampliac¸a˜o: 500x (b) PCL/PEO 5:3 Ampliac¸a˜o: 2000x
Figura 4.41: Imagens de SEM de filmes produzidos a partir de soluc¸o˜es de PCL/PEO com agitac¸a˜o
magne´tica
(a) PCL/PEO 9:1 Ampliac¸a˜o: 1000x (b) PCL/PEO 9:1 Ampliac¸a˜o: 2000x
Figura 4.42: Imagens de SEM de filmes produzidos a partir de soluc¸o˜es de PCL/PEO com agitac¸a˜o
ultrasso´nica
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(a) PCL/PVP 9:1 Ampliac¸a˜o: 1000x (b) PCL/PVP 9:1 Ampliac¸a˜o: 2000x
Figura 4.43: Imagens de SEM de filmes produzidos a partir de soluc¸o˜es de PCL/PVP com agitac¸a˜o
ultrasso´nica
(a) PCL/PEG 3:7 Ampliac¸a˜o: 1000x (b) PCL/PEG 3:7 Ampliac¸a˜o: 2000x
(c) PCL/PEG 9:1 Ampliac¸a˜o: 200x (d) PCL/PEG 9:1 Ampliac¸a˜o: 1000x
Figura 4.44: Imagens de SEM de filmes produzidos a partir de soluc¸o˜es de PCL/PEG com agitac¸a˜o
ultrasso´nica
Em geral, verifica-se que a agitac¸a˜o ultrasso´nica conduz a uma melhor distribuic¸a˜o
dos pol´ımeros na soluc¸a˜o em relac¸a˜o a` agitac¸a˜o magne´tica, e consequentemente, no filme
obtido, conforme se pretendia. Verificou-se que o peso molecular do pol´ımero utilizado ale´m
do PCL tem tambe´m influencia na obtenc¸a˜o dos filmes atrave´s deste me´todo. O pol´ımero de
menor peso molecular (PEG) permitiu obter mais poros e distribu´ıdos mais uniformemente
70
CAPI´TULO 4. APRESENTAC¸A˜O E DISCUSSA˜O DE RESULTADOS
em comparac¸a˜o com o PEO (pol´ımero com estrutura semelhante mas com maior massa
molecular).
As imagens de MO dos filmes obtidos por prensagem a quente e lixiviac¸a˜o de sais de
granulometria entre 100 a 200µm, em filmes espalhados apresentam-se nas Figs.4.45 e 4.46.
Pela observac¸a˜o da Fig.4.45 conclui-se que o me´todo utilizado na˜o permitiu que os graˆnulos
de sal furassem o filme, possivelmente devido ao empacotamento e forma da superf´ıcie do
sal. Quando realizada uma segunda prensagem e lixiviac¸a˜o do sal, a incorporac¸a˜o do sal foi
facilitada pela existeˆncia de alguns poros e conduziu a um filme mais poroso, mas com poros
irregulares, conforme se constata na Fig.4.46.
Figura 4.45: Imagem de MO de uma filme obtido por prensagem a quente e lixiviac¸a˜o de sais.
Ampliac¸a˜o: 100x
Figura 4.46: Imagem de MO de uma filme obtido por dupla prensagem a quente e lixiviac¸a˜o de sais.
Ampliac¸a˜o: 100x
Uma forma de evitar o empacotamento dos gra˜os de sal que pode conduzir a` na˜o
abertura de poros e´ fixar a posic¸a˜o dos gra˜os. Para ensaiar este me´todo foi utilizada uma lixa
de granulometria 100 como modelo do conceito. O filme a prensar foi colocado entre duas
folhas de lixa. A Fig.4.47 mostra o relevo da lixa e o resultado da prensagem.
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(a) Lixa 100 (b) Filme PCL
Figura 4.47: Imagens de MO da lixa 100 e de um filme resultante da prensagem a quente. Ampliac¸a˜o:
100x
Enquanto que o me´todo de separac¸a˜o de fases sugere ser poss´ıvel obter poros de di-
menso˜es e e contornos regulares, estas caracter´ısticas sa˜o mais dif´ıceis de obter com o me´todo
de prensagem a quente e lixiviac¸a˜o de sais utilizando sal de forma irregular. Relativamente
ao tamanho dos poros, a dimensa˜o dos que se obtiveram com a te´cnica de separac¸a˜o de fases,
e´ mais adequada ao fim em vista. No entanto, a utilizac¸a˜o de sal de outras granulometrias
permitiria reduzir o tamanho dos poros na te´cnica de prensagem. Um problema a resolver
prende-se com a espessura dos filmes. Com a te´cnica de separac¸a˜o de fases obtiveram-se
filmes demasiado finos e nos filmes obtidos por prensagem a espessura e a existeˆncia de poros
abertos sa˜o varia´veis dependentes relacionadas pelas dimenso˜es e forma dos gra˜os de sal.
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Foi objectivo deste trabalho produzir e caracterizar estruturas polime´ricas destina-
das ao desenvolvimento de um suporte poroso com uma topografia de fibras alinhadas para
promover a regenerac¸a˜o da espinal medula. Pretendeu-se ainda estabelecer um protocolo de
sementeira para averiguar se a linha celular N1E-115 se adequa ao estudo da resposta neuronal
a materiais e assim comparar os diferentes est´ımulos qu´ımicos e topogra´ficos proporcionados
pelas matrizes a`s ce´lulas.
Atrave´s da te´cnica de electrofiac¸a˜o, foram produzidas com sucesso matrizes de fibras de
Gt, e de fibras compo´sitas de Gt/CS e Gt/PCL, nas proporc¸o˜es de 1:1, todas com diaˆmetros
da ordem dos 450 nm. A gelatina foi escolhida como material de base por ser conhecida como
promotora da adesa˜o celular. Tendo sido usada gelatina de peixe, que e´ solu´vel em a´gua a`
temperatura ambiente, foi necessa´rio proceder a` sua reticulac¸a˜o.
Produziram-se matrizes de fibras com va´rios graus de anisotropia. O alinhamento
das fibras foi induzido pela rotac¸a˜o de um colector cil´ındrico. A ana´lise da existeˆncia de um
alinhamento preferencial das fibras foi efectuado recorrendo a um me´todo baseado na FFT
de imagens de SEM. Verificou-se que se obte´m fibras essencialmente alinhadas para todas as
composic¸o˜es estudadas, utilizando o colector cil´ındrico a uma velocidade de rotac¸a˜o de 4000
rpm. Verificou-se ainda que as fibras de Gt/PCL apresentam um alinhamento preferencial, a
velocidades de rotac¸a˜o relativamente mais baixas, superior ao das outras matrizes. Tal facto
deve-se a` presenc¸a do PCL na soluc¸a˜o, o que contribui para a sua menor condutividade em
relac¸a˜o a`s restantes soluc¸o˜es estudadas.
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No que diz respeito a` reticulac¸a˜o das matrizes de gelatina, a irradiac¸a˜o das mesmas
com UV antes da exposic¸a˜o a vapor de GTA, na˜o mostrou aumentar o grau de reticulac¸a˜o.
Atrave´s da avaliac¸a˜o de perda de massa de matrizes de gelatina estabeleceu-se um tempo de
4h para a reticulac¸a˜o por exposic¸a˜o a vapor de GTA, obtido por evaporac¸a˜o a partir de uma
soluc¸a˜o a 50% em a´gua para uma volume fechado, a 40oC. A partir das imagens de SEM,
analisaram-se alterac¸o˜es morfolo´gicas das fibras decorrentes da reticulac¸a˜o e que resultam da
permaneˆncia das matrizes reticuladas em a´gua. A ana´lise dos espectros de FTIR de matrizes
de Gt e Gt/CS permitiu confirmar a composic¸a˜o qu´ımica das matrizes e o estabelecimento
de ligac¸o˜es entre os grupo alde´ıdo do GTA e o grupo amina da Gt e do CS. Concluiu-se que
a estabilizac¸a˜o das matrizes foi conseguida.
Durante o estudo da cultura celular foram encontradas va´rias dificuldades e apresenta-
ram-se algumas soluc¸o˜es por forma a estabelecer um protocolo de cultura das ce´lulas N1E-
115 nas matrizes produzidas. Verificou-se que matrizes teˆm tendeˆncia a soltar-se das lamelas
durante os procedimentos de cultura celular e por isso passaram a colocar-se sobre as matrizes
anilhas de teflon, as quais na˜o demonstraram ser citoto´xicas, pois foi poss´ıvel observar nos
controlos com anilhas, o crescimento e diferenciac¸a˜o das ce´lulas.
O teste de viabilidade celular colorime´trico das matrizes realizado mostrou uma ele-
vada viabilidade celular relativamente aos controlos. Isto constitui uma boa indicac¸a˜o respei-
tante a` na˜o existeˆncia de citotoxicidade associada aos materiais e evidencia uma adequada
esterilizac¸a˜o das matrizes. No entanto, estes resultados foram insuficientes para permitir
analisar a resposta celular a`s diferentes composic¸o˜es e topografias das matrizes, ja´ que nas
condic¸o˜es do ensaio as ce´lulas podem ter aderido ao fundo do poc¸o e na˜o aos materiais. As
observac¸o˜es de fluoresceˆncia das marcac¸o˜es dos nu´cleos na˜o foram ainda bem sucedidas, ao
que podera´ na˜o ser alheio um passo necessa´rio para reduzir a autofluoresceˆncia exibida pelas
matrizes devida ao processo de reticulac¸a˜o com GTA. Assim, o protocolo de sementeira e
marcac¸a˜o das ce´lulas N1E-115 devera´ ser ainda melhorado. Como alternativa a` marcac¸a˜o
da actina-F com faloidina568, propo˜e-se a utilizac¸a˜o de outro marcador do citoesqueleto que
apresente picos de fluoresceˆncia a comprimentos de onda mais afastados dos correspondentes
a` autofluoresceˆncia devida a` reticulac¸a˜o com GTA. Por exemplo, a utilizac¸a˜o de faloidina488
(excitac¸a˜o/emissa˜o: 495/518nm) possivelmente permitiria uma boa observac¸a˜o, evitando as-
sim a utilizac¸a˜o do boro-hidreto de so´dio.
As estruturas porosas de PCL para suporte das matrizes de fibras, foram produzidas
atrave´s de dois me´todos, um deles baseado na separac¸a˜o de fases de pol´ımeros imisc´ıveis e o
outro na prensagem a quente e lixiviac¸a˜o de sais.
As imagens de SEM dos filmes obtidos, tirando proveito da separac¸a˜o de fases, revela-
ram que a distribuic¸a˜o dos poros varia tanto com a massa molecular do pol´ımero como com
a proporc¸a˜o dos pol´ımeros na soluc¸a˜o. Os paraˆmetros deste me´todo deveriam ser ajustados
no sentido de se obter domı´nios da fase solu´vel em a´gua bem distribu´ıdos, para a obtenc¸a˜o
de uma distribuic¸a˜o uniforme de poros. Para ale´m da porosidade, um aspecto a ter em conta
sera´ o controlo da espessura dos filmes obtidos. Uma das dificuldades inerente a este me´todo
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e´ a elevada volatilidade do diclorometano. Possivelmente a lenta evaporac¸a˜o do solvente na˜o
foi totalmente garantida nas condic¸o˜es utilizadas. Isto poderia ser conseguido atrave´s da
criac¸a˜o de uma atmosfera saturada de solvente, colocando um recipiente com diclorometano
numa caixa bem vedada.
Quanto a` caracterizac¸a˜o dos filmes porosos de PCL obtidos pela prensagem a quente e
lixiviac¸a˜o de sais, esta poderia ser complementada com a ana´lise/quantificac¸a˜o da porosidade
em func¸a˜o da massa de sal utilizada.
Perante os resultados da caracterizac¸a˜o morfolo´gica dos filmes obtidos pelos dois
me´todos, conclui-se que ambos sa˜o promissores, embora necessitem de optimizac¸a˜o.
Os passos seguintes a este trabalho sera˜o, naturalmente, a optimizac¸a˜o da estrutura
porosa de suporte e a deposic¸a˜o das fibras alinhadas sobre a estrutura escolhida. A partir deste
conjunto poder-se-a´ enta˜o obter uma estrutura tubular, desenvolvendo assim uma NGC. Os
testes in vitro permitira˜o avaliar as potencialidades desta NGC para estimular crescimento dos
axo´nios. A utilizac¸a˜o de uma linha celular (N1E-115 ou outra que se revelar mais adequada)
podera´ fornecer uma primeira indicac¸a˜o, mas seria importante confronta´-la com a resposta
de ce´lulas neuronais prima´rias. Poder-se-a´ enta˜o entrar seguidamente em fase de testes in
vivo.
Seria tambe´m de grande interesse estudar o efeito da adic¸a˜o de factores de crescimento
nervoso e testar a combinac¸a˜o de outras estrate´gias terapeˆuticas, tais como o transplante de
ce´lulas suportadas pela NGC para o local da lesa˜o da espinal medula. O recurso a ce´lulas
estaminais, diferencia´veis quer em neuro´nios quer em ce´lulas de suporte, podera´ ser uma
abordagem de sucesso.
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Apeˆndice A - Protocolos de Cultura
Celular
A.1 - Esterilizac¸a˜o das Matrizes
1. Imergir em etanol 70% durante cerca de 10min;
2. Lavar 2x com PBS;
3. Lavar 1x com a´gua ultrapura para remover vest´ıgios de etanol;
4. Irradiar com laˆmpada UV da caˆmara de fluxo laminar durante 45 min, deixando a caixa
de poc¸os aberta.
A.2 - Contagem das Ce´lulas
1. Preencher as duas caˆmaras do hemocito´metro, utilizando uma pipeta de Pasteur, com
as ce´lulas da suspensa˜o homogeneizada do frasco de cultura;
2. Contar o nu´mero de ce´lulas presentes no campo de contagem (quadrado central), re-
correndo ao microsco´pio o´ptico invertido com contraste de fase;
3. Calcular a concentrac¸a˜o de ce´lulas presentes na suspensa˜o celular, atrave´s da equac¸a˜o
1
C = N × 104 (1)
, onde C representa o nu´mero de ce´lulas existentes em 1 ml de suspensa˜o celular (nu´mero
de ce´lulas/ml) e N a me´dia do nu´mero de ce´lulas via´veis observado.
A.3 - Avaliac¸a˜o da Viabilidade Celular com PrestoBlue R©
1. Adicionar reagente PrestoBlue R© em cada poc¸o da placa de cultura na proporc¸a˜o de
1:10 de meio, com as luzes apagadas;
2. Incubar na estufa (37oC e 5% CO2) durante 1h;
3. Pipetar 3x 80µl de cada poc¸o da placa de cultura para 3 poc¸os duma placa de 96 poc¸os,
com as luzes apagadas;
4. Medir absorvaˆncia no leitor de absorvaˆncia com os filtros 570nm (excitac¸a˜o) e 600nm
(emissa˜o);
5. Calcular a percentagem de viabilidade celular relativa;
A.4 - Fixac¸a˜o e Marcac¸a˜o das Ce´lulas
1. Retirar da estufa a placa de cultura e observar os poc¸os dos controlos ao microsco´pio
o´ptico invertido;
2. Descongelar (banho maria a 41◦C) um tubo Falcon de 15ml de paraformalde´ıdo (PFA
a 4%) e realizar uma diluic¸a˜o com PBS para PFA a 2%;
3. Retirar dos poc¸os o meio de cultura, pipetar 0.5ml de PFA a 2% para cada poc¸o e
deixar actuar durante 1 hora;
4. Lavar 3x com PBS;
5. Colocar 0.5ml de triton X-100 a 0.2% em cada poc¸o e deixar actuar durante 30 min;
6. Lavar 3x com PBS;
7. Preparar, num tubo Falcon de 50ml, uma soluc¸a˜o de 0.1% de boro-hidreto de so´dio em
PBS, pipetar 0.5ml para cada poc¸o e deixar actura durante cerca de 5min;
8. Lavar 3x com PBS;
9. Colocar grupos de 4 amostras sobre 4 gotas de 100µl de DAPI (5µg/ml em PBS) sobre
parafilme durante cerca de 30s/1min e reutiliza´-las para todos os grupos de 4 amostras;
10. Colocar as amostras em placas de 4 poc¸os e lavar 2x com PBS.
